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Uber den Vitamin B,-Gehalt verschiedener Hefen 
und seine Beeinflussung. II. 
Gemeinschaftsarbeit von 
Hermann Fink und Felix Just 
(Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation der Universitat Berlin) 
und 
Arthur Secheunert und Karl Heinz Wagner 
(Veterinaér-Physiologisches Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 9, Juni 1941.) 

Mit 4 Abbildungen im Text. 


Im ersten Teil dieser Arbeit soll etwas naher auf die in der I. Mit- 
teilung! von uns (H. Fink und F. Just) nur kurz angedeuteten 
Versuche eingegangen werden, die sich mit dem EinfluB eines ab- 
gestuften Zusatzes eines Thiazolderivates bei der Futterhefenziichtung 
auf den Vitamin B,-Gehalt der so erzeugten Torula utilis beschaftigen. 
Wenn auch in diesen Ziichtungsversuchen, wie schon erwahnt, die 
beabsichtigte Steigerung im Vitamin B,-Gehalt der Hefe nicht erzielt 
werden konnte, so ergab sich bei diesen Untersuchungen die sehr will- 
kommene Gelegenheit, die Ergebnisse einerseits der hiologischen Vita- 
min B,-Bestimmung (Veterinar-Physiologisches Institut der Universitat 
Leipzig), andererseits der chemischen Aneurinbestimmung (Institut fiir 
Garungsgewerbe und Starkefabrikation an der Universitat Berlin) in 
erweitertem Umfange miteinander zu vergleichen. 

Im zweiten Teil dieser Mitteilung tragen wir noch einige experi- 
mentelle und methodische Einzelheiten, welche die Versuchsserien 
unserer I. Mitteilung betreffen, nach. 


I, Torulaziichtungen in einer Nihrlésung, die 2-Amino-4-methyl-5- 
[8-oxy-y-chlor-propyl]-Thiazol enthielt. 


Nach den zahlreichen tierphysiologischen Auswertungsversuchen 
(Rattenversuche) an getrockneten Torulahefen verschiedener Herkunft, 
die von A. Scheunert und Mitarbeitern® ** durchgefiihrt worden sind, 
und nach den Befunden vieler chemischer Aneurinbestimmungen! 
kann man mit einem ziemlich gleichbleibenden und relativ zu anderen 

1 H. Fink u. F. Just, diese Zeitschr. 808, 15, 1941. — ? A. Scheunert 
u. K. H. Wagner, diese Zeitschr. 303, 229, 1940. — *% A. Scheunert u. 
M. Schieblich, Tierernihrung 9, 173, 1937. — ‘4 H. Fink, H. Wentrup, 
R. Lechner, A. Scheunert u. K.H. Wagner, diese Zeitschr. 304, 318, 1940. 
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H. Fink, F. Just, A. Scheunert u. K. H. Wagner: 


Hefen niedrigen Vitamin B,-Gehalt von 6,7 bis 8,9 I. E. (internationa\: 
Einheiten) bzw. 15 bis 25y Aneurin-Hydrochlorid bezogen auf 1 » 
Torulahefe-Trockensubstanz rechnen. Im Zuge der laufenden Unter- 
suchungen durch uns (H. Fink und F. Just) iiber die Griinde der Ver- 
schiedenheit im Vitamin B,-Gehalt und tiber dessen mégliche Steigerung 
studierten wir auf Initiative von A. Scheunert auch den EinfluB eines 
abgestuften Zusatzes eines Thiazolderivats! zur Ziichtungs-Nahrlésung 
auf den Vitamin B,-Gehalt der Torula utilis. Konnte man doch immer- 
hin vermuten, daB durch das Angebot eines Molekiilbausteins des 
Aneurins die mikrobiologische Synthese vielleicht begiinstigt werden 
kénnte. Die Konstitution des von H. Beyer erstmalig dargestellten und 
kiirzlich beschriebenen2 Thiazols 
N—C—OH, 
\ 
HCl-H,N—C C—CH,—CHO H—-CH, Cl 
\g/ 


aBt eine solche Wirkung als méglich erscheinen. 


a) Die Durchfiihrung der Hefeziichtungen 


geschah in bekannter Weise nach der Vorschrift von Fink und Krebs* 
(,,Stutzen‘‘-Versuch). Die Bedingungen wurden bei allen Ziichtungen 
in bezug auf: Hefeaussaat (24,0 g), Zuckermenge (40,0 g Glucose), 
Nahrsalze, Zulaufmodus, Temperatur, Beliiftung, Nahrlésungsvolumen 
(insgesamt 2,5 Liter), pu, Ziichtungsdauer, Vermehrungsquotienten usw. 
méglichst gleichartig gehalten. Durch Einhaltung des nebenstehenden 
Ziichtungsschemas (Abb. 1) war es auch méglich, jedesmal nur gleich- 
altrige Hefe (1 Tag alt) als Aussaathefe zu verwenden. Die Ziichtungen 
unterschieden sich also praktisch nur in einer Variablen, namlich im 
‘wechselnden Zusatz des Thiazol-Praparates (Th.-Prap.). Und zwar 
wurde jeweilig das leicht lésliche Th.-Prap. in der Zucker-Nahrlésung 
aufgelést und somit ebenfalls im Zulauf in die laufende Ziichtung 
gebracht. 

Die bei der Ziichtung zuzusetzende Menge an Thiazo!praparat 
muBte mangels diesbeziiglicher Erfahrungen ziemlich willkiirlich fest- 
gesetzt werden. Es kam deshalb darauf an, einen méglichst groBen 
Bereich zu iiberdecken. Bei dieser Uberlegung spielten folgende Tat- 
sachen eine Rolle. Die Hefeernte betrigt bei jeder unserer Ziich- 
tungen etwa 100 g abgepreBte Hefe mit einem Trockensubstanz- 


! Das Thiazolderivat wuide A. Scheunert von der Firma Boehringer u. 
Séhne, Mannheim, zur Verfiigung gestellt. Wir danken fiir das liebens- 
wiirdige Entgegenkommen verbindlichst. — * B. 74, 1100, 1941. — * Diese 
Zeitschr. 299, 11, 1939. 
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gehalt von rund 25%. Da der durchschnittliche Gehalt der Torula 
an Aneurin-Hydrochlorid rund 2000 y in 100g Hefetrockensubstanz 
betragt, sind also in jeder Hefeernte unserer Ziichtungsversuche 
normalerweise etwa 500 y = 0,5 mg Aneurin-Hydrochlorid enthalten. 


Ausgangshefe. 
Nullhefe I 





ohne Thiazolzusatz mit Thiazolzusatz 
II. Nullhefé a-Hefe 
Ausbeute: 45,29 Ausbeute: 44,7% 
III. Nullhefe 2a-Hefe 
Ausbeute: 46,6°, Ausbeute: 46,3°% 
IV. Nullhefe 4a-Hefe I 
Ausbeute: 42,1°% Ausbeute: 46,9°% 
V. Nullhefe sare 4a-Hefe IT 
Ausbeute: 46,5°/, Ausbeute: 42,7°% Ausbeute: 41,7% 
v 
16a-Hefe 4a-Hefe III 
Ausbeute: 47,0°, Ausbeute: 44,8°, 
4a-Hefe IV 
Ausbeute: 44,6°, 
4a-Hefe V 
Ausbeute: 46,4°% 
| 
v 
4a-Hefe VI 
Ausbeute: 45,1%%, 
Durchschnittsausbeute Durchschnittsausbeute 
ohne Thiazol mit Thiazol 
45,19% 45,02%, 





Ausbeute in °/, = g Hefetrockensubstanz pro 100g Glucose. 


Abb. 1. 


Bei Ausschlu8 ,,homéopathischer‘‘ Dosen und in Anbetracht der 
Moglichkeit, daB eventuell nur ein Bruchteil der zugegebenen Thiazol- 
praparatmenge in die Hefezelle hineingelangen kénnte, wahlten wir 
als niedrigsten Zusatz etwa das 50fache jener Aneurinmenge, d. i. 








1* 














4 H. Fink, F. Just, A. Scheunert u. K. H. Wagner: 


a — 25mg Praparat. Die Konzentration in der gesamten Nahrlésung 
(2,5 Liter) an Thiazolderivat betrug also in diesem Falle 0,001 °,, 
d.i. also 1mg auf 100 ccm Niahrfliissigkeit. Die Zugabe wurde bei 
anderen Ziichtungen in geometrischer Progression gesteigert, also a, 
2a, 4a, 8a und 16a, das sind also Zusatze von 25, 50, 100, 200 und 400 mg. 
Zur Kontrolle diente eine gleichteilige Durchschnittsprobe der fiinf Null- 
hefen (I bis V, vgl. Schema). AuBerdem kommt noch die Hefe 4a, 
VI. Fiihrung hinzu. Um namlich zu priifen, wie sich die Torula bei 
einer Dauerziichtung in einer solchen thiazolpraparathaltigen Nahr- 
lésung verhalt, wurde sie sechsmal mit dem mittleren Thiazolpraparat- 
zusatz von 4a = 100 mg gefiihrt (vgl. Schema, Abb. 1). 

Da sich frische Hefe fiir den Vitamin B,-Rattentest wegen dessen 
Dauer (etwa 5 Wochen) nicht eignet, muBten die Hefeernten zwecks 
Haltbarmachung getrocknet werden. Dies geschah in der Weise, dai 
die Hefe mittels geringer Acetonzugabe und wenige Minuten langem 
Erwirmen auf dem Wasserbad verfliissigt und bei maximal 50° im 
Vakuum getrocknet wurde. Bei einer solchen Vorbehandlung ist ein 
Vitamin B,-Verlust nicht zu befiirchten. 

Beziiglich der Ziichtungsversuche selbst ist zu bemerken: Die 
Ziichtungen bei Zusatz des Thiazolpraparates verliefen véllig normal. 
Die Ausbeuten waren ebenfalls bei allen Ansitzen, ob mit oder ohne 
Zusatz, praktisch gleich (vgl. Schema, Abb. 1). Das zur Nahrlésung 
zugegebene Thiazolderivat ist also im angewendeten Konzentrations- 
bereich ohne merklichen Einflu8 auf Wachstum und biologische Be- 
schaffenheit der Torula. 


b) Die biologische Vitamin B,- Bestimmung 


an jungen wachsenden Ratten wurde von A. Scheunert und K. H. 
Wagner nach der gleichen schon eingehend beschriebenen Methode! 
dirchgefiihrt. Eine nochmalige Darstellung an dieser Stelle eriibrigt 
sich infolgedessen. Es sei jedoch bemerkt, da8 nur jeweils fiinf Tiere 
in jeder Gruppe in den Versuch genommen wurden, da von den einzelnen 
Priparaten nur relativ geringe Mengen (héchstens 15g Trockenhefe) 
zur Verfiigung standen. Auch unter diesen Umstianden wurde verlangt, 
daB 80°, also vier Tiere, den Bedingungen der Methode geniigen 
muBten, wenn die verabreichte Versuchsdosis als ausreichend angesehen 
werden sollte. Gepriift wurde zunachst die Nullhefe als Bezugsbasis 
und die folgenden Versuchshefen (vgl. Ziichtungsschema, Abb. 1): 
a, 2a, 4a, 8a und 16a sowie die 4a-Hefe der VI. Fiihrung. Hine Aus- 
wertung der 4a-Hefen II. bis V. Fithrung der Dauerziichtung wurde 
aus Ersparnisgriinden zuriickgestellt. Die Auswertungsversuche an 


1 Diese Zeitschr. 302, 1, 1939. 
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Ratten werden in schon friither beschriebener Weise durch Gewichts- 
kurven dargestellt, die gleichzeitig als Versuchsprotokoll den Verlauf 
und das Ergebnis wiedergeben. 

In Abb. 2 ist der Auswertungsversuch der Nullhefe (gleichteilige 
Durchschnittsprobe von Nullhefe I bis V) veranschaulicht. Den an 
Vitamin B, verarmten Ratten wurden 
zwei Zulagemengen verabreicht, und zwar 
der einen Gruppe 75 mg und der anderen 
100 mg. Nach unseren zahlreichen Erfah- 
rungen pflegt naimlich die durch unsere 
Versuchsanordnung gesuchte Grenzdosis 
bei Torulatrockenhefen innerhalb dieser 
Grenzen zu liegen. In der Tat zeigte der 
Versuch, wie aus Abb. 2 hervorgeht, daB 
die Zulage von 75 mg nicht geniigte, um 
die Forderungen der Methodik zu er- 
fiillen. Die Zulage von 100 mg hingegen 
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gestattete allen fiinf Ratten, die 35tagige ram 
Versuchsspanne ohne St6rungen zu durch- +t rrr 
laufen. Somit besitzen 100 mg der Null- ‘omg, T my 
hefe einen Vitamin B,-Gehalt, der, wie “et Ter 
der Vergleichsversuch mit dem_ inter- | as an a ai 
nationalen Standardpriparat bewies, [7 pm a se eigen 
0,5 I.E. oder 1,5 y Aneurin-Hydrochlorid ‘ nee 


entsprach. 1g Nullhefe enthalt also 5 I. E. 
bzw. 15 y Vitamin B,. 

In der Abb. 3 sind die Auswertungen an den Hefen a, 2a, 8a und 16a 
zusammengestellt. Nach den Auswertungskurven besitzen diese Hefen 
eine etwas gréBere Vitamin B,-Wirksamkeit als die Nullhefe, da bereits 
eine tigliche Zulage von 75 mg unseren Versuchsbedingungen geniigt. 
Eine mit der Steigerung der Zusitze an Thiazolpriparat zur Nahr- 
lésung parallellaufende Steigerung des Aneuringehaltes ist ausgeblieben. 
Der Vitamingehalt aller dieser Hefen ist konstant. Bei der 8a-Hefe 
und der 16a-Hefe hatte, wenn durch die hohen Zugaben an Thiazol- 
praiparat eine weitere Erhéhung der Vitamin B,-Wirksamkeit erzielt 
worden ware, bereits eine tagliche Zulage von 50 mg ausreichen miissen. 

Es bleibt somit offen, ob tiberhaupt der Zusatz des Thiazolpraparates 
fiir die geringe Steigerung des Aneuringehaltes, die sich in der ganzen 
Versuchsserie im Vergleich zur Nullhefe ergeben hat, verantwortlich zu 
machen ist. Wir méchten dies, insbesondere auch wegen der Konstanz 
des Vitamin B,-Gehaltes aller a-Hefen, nicht fiir wahrscheinlich halten, 
sondern den etwas geringeren Gehalt der Nullhefe als einen Ausdruck 
jener Streuungen betrachten, welche bei biologischen Versuchen unver- 





6 H, Fink, F. Just, A. Scheunert u. K. H. Wagner: 


meidlich sind. RechnungsmaBig stellt sich der Gehalt der Hefen a, 2a. 






























































































8a und 16a auf je 6,66 I.E. oder 20 y Aneurin pro 1g. Die Nullhefe er 
enthielt demgegeniiber in 1g 51.E. oder 15y Aneurin. Die somit K 
erkennbare Erhéhung im Vitamin B,-Gehalt ist nicht erheblich und oe 
praktisch belanglos. pr 
. . - K 
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Abb. 3. be 
In der Abb. 4 sind die Auswertungen der Hefen 4a (I. Fithrung) P 
und 4a (VI. Fiihrung der Dauerziichtung) miteinander verglichen. Die A 
Hefe fa, I. Fihrung, zeigte —— Pa -_ 
den gleichen Gehalt wie die }—-+-+~—+—+—7-+_-+_+_+_+_+—+7++— vi 
anderen a-Hefen,es geniigten = |-—-5?mg_—_-_}-___ 5mg___}-__|_50mg___, st 
| 75 mg Tageszulage, wahrend ange di 
50 mg nicht ausreichten. Die a Ae K 

4a-Hefe, VI. Fiihrung, hatte ee 

also eine Steigerung des An- 

euringehaltes sicherlich nicht a 
erfahren, da auch bei ihr 
50 mg Tageszulage nicht ge- Si 
niigten. Also auch eine Le 
Dauerziichtung ‘von sechs ri 
Fiihrungen in einer Nahr- | a 
lésung mit je 100 mg Thia- : m 7 
zolpraparat fiihrte zu keiner rae 4 bccn 4 | 2. 
Steigerung im Aneuringe- wi ot | tgotioee| | eLepmtapend zy . 
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c) Die Durchfiihrung der chemischen Aneurinbestimmung 
erfolgte nach der bekannten Thiochrommethode (Barger, Jansen, Kiihn, 
Karrer), und zwar benutzten wir (H. Fink und F. Just) die von K. Rit- 
sert! entwickelte und zur Aneurinbestimmung in Blut und Harn er- 


re ° ° ee + 
probte Ausfiithrungsweise, deren Brauchbarkeit einige Ubung und 
Kritikvermégen bei ihrer Anwendung vorausgesetzt wir bestatigen 


kénnen. Eine Wiederholung der ausfiihrlichen Ritsertschen Be- 
schreibung k6nnen wir uns hier wohl ersparen; jedoch sei erwahnt, 
daB die Vorbehandlung der Hefeproben verschieden war, je nach- 
dem ob die zu untersuchende Hefe im frischen oder getrockneten, 
abgetéteten Zustande vorlag. Im ersten Falle (Frischhefe) wurden 
namlich die Einwaagen in wenig Wasser aufgeschwemmt und quantitativ 
in kochendes Wasser gegeben. Die Suspension wurde nochmals zum 
Aufwallen gebracht und einige Minuten hei stehengelassen. Bei dieser 
Warmevorbehandlung geht, wie schon bekannt und wie von den einen 
von uns? bei anderer Gelegenheit nochmals bewiesen, einerseits das 
Vitamin B, der Hefe vollstdndig in Lésung, andererseits erfolgt gleich- 
zeitig eine Fixierung des in der lebenden Zelle bestehenden Verhaltnisses 
von freiem Aneurin zu Aneurinphosphat. Der auf diese Weise erhaltene 
,,Koch*-Saft wurde quantitativ in einen MeBkolben  iibergefiihrt, 
abgekiihlt und aufgefii!lt. Das in dieser Lésung frei vorliegende Aneurin 
wurde direkt, das Gesamtaneurin nach Durchfiihrung der von Ritsert 
beschriebenen enzymatischen Spaltung bestimmt. 

Im zweiten Falle (Trockenhefe) wurde das Hefepulver mittels 
Pepsinverdauung aufgeschlossen und die so erhaltene Lésung nach dem 
Abstumpfen der Salzsiure wie der obige ,,Koch‘‘-Saft weiterbehandelt. 

Die chemische Aneurinbestimmung ist besonders bei den relativ 
vitaminarmen Torulahefen mitunter dadurch erschwert, daB ziemlich 
starke, griinlich-blaue Nebenfluoreszenzen® auftreten, die sich auch 
durch wiederholtes Ausschiitteln mit Butanol vor der Oxydation mit 
Kaliumferricyanid nicht beseitigen lassen. Wir halfen uns, speziell 


1 K, Ritsert, Klin. Wochenschr. 19, 446, 1940; 18, 1379, 1939; s. dort 
auch die diesbeziigliche Literatur. 2 H. Fink u. F. Just, Wochenschr. 
f. Brauerei 1941, 8.17. — * Vgl. die Bemerkung von Herrn Dr. Pfiitzer 
u. Herrn Dr. Roth, Landwirtschaftliche Versuchsstation der I. G. Farben- 
industrie A.-G., im Nachtrag unserer friiheren Gemeinschaftsarbeit (diese 
Zeitschr. 303, 10—11, 1939); bei dieser Gelegenheit sei ein Druckfehler 
richtiggestellt: es muB heiBen ,,Trockenhefe 1 (nach I. Fiihrung): 100 g 
enthalten 1,9 mg (an Stelle von 0,19 mg) Aneurin, berechnet als Aneurin- 
Hydrochlorid und 2,66 mg Vitamin B,. Trockenhefe 2 (nach XI. Fiihrung): 
100 g enthalten héchstens 1,6mg (an Stelle von 0,16 mg) Aneurin und 
2,30 mg Vitamin B,. Der Aneurinwert mit 1,6 mg (nicht 0,16 mg) diirfte 
etwas zu hoch sein. Trotz wiederholter Reinigung gelang es nicht, eine 
blaugriin fluoreszierende Begleitsubstanz abzutrennen.* 














8 H. Fink, F. Just, A. Scheunert u. K. H. Wagner: 


wenn es sich darum handelte, kleine Unierschiede zwischen zwei ode1 
mehreren Hefen zu erfassen, auf folgende Weise: Erstens verglichen 
bzw. titrierten wir die thiochromhaltigen MeBansatze der zu analy- 
sierenden Proben direkt untereinander, zweitens wahlten wir gelegentlich 
folgende Anordnung: Da wir bemerkten, daB die die Nebenfluoreszenz 
verursachenden Stoffe bei der Oxydation mit Kaliumferricyanid zum 
Teil verschwinden, war es manchmal vorteilhaft, als Vergleichsprobe 
(an Stelle eines sonst tiblichen Butanol- Blindauszuges) einen thiochrom- 
haltigen Butanolauszug der halben Einwaage zu benutzen und diese 
Differenz der ganzen und der halben Einwaage zu titrieren. 

In vielen vorgenommenen Kontrollanalysen iiberzeugten wir uns, 
daB die Vitamin B,-Bestimmungen in den Hefen reproduzierbar sind 
und da zugesetztes Aneurin auch bei Behandlung der Ansitze mit 
Pepsin bzw. Diastase quantitativ wiedergefunden wird. Ein weiterer 
Beweis fiir die Zuverlaissigkeit unserer Aneurinbestimmungen ergibt 
sich aus dem weiter unten durchgefiihrten Vergleich der chemischen 
Werte mit denen des Tierversuchs. 

Wir fanden nun bei den Hefen, die wie beschrieben in einer thiazol- 
praparathaltigen Nahrlésung geziichtet worden waren, folgende Gehalte 
an Gesamtaneurin (Tabelle 1). 








Tabelle I. 

Vitamin B, - Vitamin B,- 

Probe Gehalt von 1 g Probe | Gehalt von lg 

in y Aneurin- in y Aneurin- 

Hydrochlorid Hydrochlorid 
Nullhefe (gleichteilige 2a-Hefe ....... Rs issih 18,8 
Mischprobe von Null- 4a-Hefe (I. Fiihrung) . 19,3 
hefen I bis V, vegl. 4a-Hefe (III. Fiihrung) 18,4 
Vt URE 0 ae oe ea 16,4 4a-Hefe (VI. Fiihrung) 19,7 
Nullhefe III ........ 18,3 8a-Hefe .......... rae 19,3 
INGOT Voices, es 14,2 POG EIEIO. ois ce ivcwss 20,6 

a-Hefe ....... os ee 18,6 


Auch die Befunde der chemischen Vitamin B,-Bestimmung lassen 
also keine eindeutige und gesicherte Steigerung im Aneuringehalt der 
Hefen, die in thiazolpraparathaltiger Nahrlésung geziichtet worden 
sind, erkennen. Die Unterschiede, die tibrigens innerhalb der gewéhn- 
lichen Streuung der Vitamin B,-Gehalte normaler Hefen liegen, sind 
hier noch weniger deutlich als bei der biologischen Auswertung. Im 
besonderen liegt keine Andeutung tiber eine Parallelitaét von Aneurin- 
gehalt einerseits und Héhe des Zusatzes an Thiazolpraparat anderer- 
seits vor. 


d) Vergleich der biologisch und chemisch gefundenen Werte. 


Da es sich — wie schon erwahnt — um identische Hefeproben 
sowohl bei der biologischen Auswertung als auch bei den chemischen 
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Aneurinbestimmungen handelt, laBt sich bei dieser Gelegenheit ein 
relativ umfangreicher Vergleich der Befunde beider Bestimmungs- 
methoden durchfiihren. Zur besseren Ubersicht sind die einander 
entsprechenden Werte in der Tabelle II zusammengestellt : 





Tabelle II. 


A B 
Biologische Auswertung Chemische cast 
(A . Scheu nert Bestimmung Differenz A—B 
Hefeprobe und K.H. Wagner) (H. Fink 


und F. Just) 


nett st in y pro lg in } in% vonA 
prolg 

Nullhefe (gleichteilige 

Mischprobe) ...... 5 15 16,4 — 1,4 —9 
re a ee 6,66 20 18,6 +1,4 +7 
Ee rere 6,66 20 18,8 . 12 + 6 
4a-Hefe (I. Fiihrung) 6,66 20 19,3 + 0,7 +4 
4a-Hefe (VI. Fiihrung) 6,66 20 19,7 + 0,3 +2 
SAID Kasveuwescs 6,66 20 19,3 + 0,7 +4 
l6a-Hefe ........... 6,66 20 20,6 0,6 — § 
Torula (in verdiinn- 

tem Alkohol mit nur 

anorg. Salzen geziich- 

tet, 1. Generation) 6 18 16,4 + 1,6 + 9 
Torula (wie ob. 11. Ge- 

neration) ......... 3,3 10 8,7 + 1,3 + 13 


Die Ubereinstimmung der unabhangig voneinander gefundenen 
Werte ist also als sehr befriedigend zu bezeichnen. Bei der Nullhefe 
ist die Abweichung am gréBten. Die chemische Bestimmung ergibt 
einen um 9°% hodheren B,-Gehalt als der Tierversuch: Vielleicht hangt 
dies mit der Tatsache zusammen, daB bei der Zulage von 100 mg Hefe 
alle fiinf Ratten den vorgeschriebenen Bedingungen geniigten, so da 
vielleicht schon 90 mg Zulage auch fiir 80°, (vier von fiinf Ratten) 
geniigt hatten. Dieser Fingerzeig bestatigt sich bei den iibrigen Gruppen 
in dem Sinne, da die Zulage von 75 mg im Vergleich dazu etwas zu 
knapp bemessen war, da hierbei (vgl. Abb. 3 und 4) vier Ratten keine 
Beeintrachtigung erlitten, eine Ratte dagegen starb. Parallel dazu 
werden bei der chemischen Bestimmung auch etwas weniger als 20 y 
gefunden. Jedoch hieSe es, die Grenzen des biologischen und chemischen 
Testes tiberschreiten, wenn man diesen Méglichkeiten praktisches 
Gewicht beilegen wiirde. 

Zur Erganzung der vorstehenden Vergleichstabelle IL sei noch 
erwaihnt, daB die chemisch bestimmten Aneuringehalte von mehr als 
30 von uns untersuchten Torulahefen, die in den technischen Betrieben 
nach dem von Fink und Lechner angegebenen Verfahren! geziichtet 


! Diese Zeitschr. 278, 23, 1935; 283, 71, 1936. 
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waren, zwischen 15 und 25 y pro 1 g Hefetrockensubstanz lagen, wahrenc| 
Scheunert und Mitarbeiter bei anderen Proben solcher Torulafutterhefen, 
die im Tierversuch ausgewertet wurden, Aneurinwerte von 6,7 bis 
8,91. E., entsprechend 20 bis 27 y, bezogen auf 1 g Trockensubstanz, 
angaben. 

In bezug auf den unmittelbaren Zweck dieser Versuche kommen wi: 
somit tibereinstimmend zu dem SchluB, dap die Zugabe des T hiazol pri pu- 
rates zur Nahrlisung zu keiner feststellbaren Steigerung des Vitamin B,- 
Gehaltes von Torula utilis gefiihrt hat. Diese Hefe ist also nicht be faihigt. 
mit Hilfe des in der Nahrlésung angebotenen Thiazolpraparates in ver- 
mehrtem, der zugesetzten Prd paratmenge entsprechendem Mae das Anewrin- 
molekiil zu synthetisieren. 


II. Ergiinzende experimentelle Angaben zu den Versuchsserien ! 
unserer I. Mitteilung (1. ¢.). 


a) Betreffs Durchfiihrung der chemischen Aneurinbestimmungen 
vgl. 8.7 dieser Mitteilung. 
b) Versuchsserien la und 1b: Ziichtung von untergdriger Bierhe fe 
mittels Liiftungsverfahren in Malzwiirze bzw. in Maltoselésung. 

Es wurde die von Fink und Krebs? angegebene ,,Stutzen‘‘-Versuchs. 
anstellung gewahlt, mit dem Unterschied, daB an Stelle der vorgeschrie- 
benen 40g Glucose soviel Malzwiirze (Betriebs-Vorderwiirze aus der 
Hochschulbrauerei, Institut fiir Garungsgewerbe) genommen wurde, wie 
40 g vergirbarem Zucker entsprechen. Die Bierhefe wuchs, besonders 
in der I. Fiihrung, sehr schlecht (vgl. Vermehrungsfaktoren in der 
Tabelle der Versuchsserie la der I. Mitteilung), allmahlich trat eine 
gewisse Anpassung ein. Auf méglichst sterile Bedingungen mubite 
hierbei besonders sorgfaltig geachtet werden. Die biologische Kontrolle 
ist unerlaBlich. Bei unserer V. Fiihrung (in der Tabelle eingeklammert 
war schon eine merkliche Torulainfektion eingetreten; die Zellzdhlung 
ergab etwa 15°, Torulazellen. Da aber schon die Hefen der I. bis 
IIL. Fiihrung den vermuteten Effekt, namlich den starken Abfall im 
Vitamin B,-Gehalt der im Liiftungsverfahren geziichteten Bierhefe, mit 
groBter Deutlichkeit zeigten, konnten wir auf weitere Fiihrungen ver. 
zichten. Dauerziichtungen von Bierhefe strengster Reinheit, die eine: 
ziemlichen Arbeitsaufwand erfordern, sind zur Zeit im Gange. 

Bei der Ziichtung in Maltoselésung gingen wir in gleicher Weise vor 
Ohne den Kunstgriff, die Glucose durch Maltose zu ersetzen, war ein 
mehrmalige Fiihrung der Bierhefe in unserem mit Torula ,,verseuchten’ 
Arbeitsraum auf Anhieb kaum méglich. Bekanntlich muB sich ci 


1 Bei den Versuchen dieser und der vorangehenden Mitteilung arbeitet: 
Frl. W. Hénisch mit. — 2 Diese Zeitschr. 299, 11, 1939. 
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Vitamin B,-Gehalt verschiedener Hefen und seine Beeinflussung. II. 11 


lorula (s. weiter unten) erst an die Maltose als Substrat gewéhnen, so 
daB auf solche Weise ein gewisser Infektionsschutz gegeben ist. Es 
gelingt nun aber nicht, in Maltoselésung mit nur anorganischen Zusatzen 
die Bierhefe zum Wachsen zu bringen (Wuchsstoffmangel). Erst als 
wir etwas Malzwiirze zusetzten, stieg allmahlich der Vermehrungsfaktor 
bei den aufeinanderfolgenden Fiihrungen von anfanglich 1,1 auf 1,9 
bis 2,1. Der Zusatz an Malzwiirze betrug 10°,, bezogen auf vergarbaren 
Zucker, d.h. an Stelle der vorgeschriebenen 40 g Glucose bei Fink und 
Krebs (|. ¢.) nahmen wir 36 g Maltose und soviel Vorderwiirze, wie 4 ¢ 
vergarbarem Zucker entsprach. 


c) Versuchsserie 2: Steigerung des Vitamin B,-Gehaltes von Torula utilis 
durch Garung. 

50g frisch geziichtete Toru'a (Trockensubstanzgehalt 23,43 °, 
Vitamin B,-Gehalt 19,7 y/g Trockensubstanz) wurden in 500 cem 
einer Garlésung aufgeschwemmt, die in 100 ccm 3,0 g Glucose und 0.5 g 
Nahrsalzgemisch (s. oben) enthielt und auf pu 4,5 bis 4,7 eingestellt war. 
Der Ansatz blieb im Kolben mit Garaufsatz solange stehen, bis die 
CO,-Entwicklung (also die Garung) aufhérte, was nach etwa 24 Stunden 
der Fall war. Die Hefe wurde nun abzentrifugiert und in derselben 
Weise wieder zum Giaren gebracht. Nach insgesamt sechs Garfiihrungen 
wurde in der Hefe das Aneurin bestimmt. Sie enthielt nun 29,9 y/g 
Trockensubstanz. Die Zunahme betrug also 10,2 y/g Trockensubstanz, 
d.i. rund 50°. 

In ahnlicher Weise wurde die Garung in Malzwiirze durchgefiihrt. 
Die Garlésung enthielt soviel Vorderwiirze, daB ihr Extraktgehalt 4°,. 
also etwa 3g vergarbarer Zucker in 100 com Lésung war. Es trat nur 
schwache Vergirung ein, da bekanntlich die Torula Maltose schwer 
vergart. Nach sechsmaliger Garfiihrung enthielt die Torula 54,0 y 
Vitamin B,/g Trockensubstanz. Die Zunahme betrug also gegeniiber 
der Ausgangshefe (19,7 y/g Trockensubstanz) 34,3 y, d. i. 150%. 

Beide Hefen wurden auf ihre biologische Reinheit kontrolliert. 
Der Befund war jedesmal: keine fremden Hefen, eine Spur Infektion 
durch Essigbakterien und Milchséurebakterien. 


d) Versuchsserie 3: Gadrung der Torula in Glucose unter CO.-Druck. 

Je 10,0 g abgepreBte Torula (Trockensubstanz 22,84 °,, Vitamin B,- 
Gehalt 21,0 y/g Trockensubstanz) wurden in 330 ccm einer Garlésung 
aufgeschwemmt, in eine mit gutem VerschluB ausgestattete Malzbier- 
flasche gebracht und bei Zimmertemperatur unter VerschluB etwa 
48 Stunden der Garung tiberlassen. 

Die Zusammensetzung der Garlésung war bis auf das verschiedene 
pu dieselbe, namlich 3°, ige Glucoselésung mit 1,5 g Nahrsalzgemisch auf 
300 com. Durch Zusatz von verd. Essigsiure wurde nun ein Anfangs-py 
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von 7 bzw. 3 eingestellt. Die Garung bei px = 3 war ziemlich schwach., 
die bei pu = 7 kraftig, so daB eine gute CO,-Spundung eintrat. Die 
Flaschen muBten demgemaf recht vorsichtig geéffnet werden. Auf- 
fallig war bei dem Garansatz pa = 7 ein sehr deutlich zu bemerkender 
Schwefelwasserstoffgeruch. Die Hefen wurden jeweils durch Zentri- 
fugieren abgetrennt und bei mehrmaliger Fiihrung wieder in gleicher 
Weise zur Garung angesetzt. 


e) Versuchsserie 4: Ziichtung von Torula in Malzwiirze 
nach dem Liiftungsver fahren. 

Die Ziichtung wurde in bekannter Weise nach der Vorschrift von 
Fink und Krebs (1. c.) (,,Stutzenversuch‘) durchgefiihrt. An Stelle der 
dort vorgeschriebenen Glucose wurde die Nahrlésung aus soviel Malz- 
Vorderwiirze hergestellt, daB ebenfalls 40 g vergarbarer Zucker zur Ver- 
fiigung stand. An den iibrigen Bedingungen wurde nichts geandert. 
In der I. Fithrung wuchs die Hefe schlecht, da sie an dieses Milieu noch 
nicht angepaBt war. Von der II. Fiihrung an war die Ausbeute bzw. 
der Vermehrungsfaktor normal. Die biologische Reinheitskontrolle 
zeigte, daB auch die Hefe der XII. Fiihrung noch reine Torula war, die 
aber geringfiigig mit Milchsaéure- und Essigbakterien infiziert war. 

f) Versuchsreihe 5: Ziichtung von Torula nach dem Liiftungsver fahren 
in Glucose als Nahrsubstrat bei Zusatz von Aneurin. 


Die Ziichtung wurde wie iiblich durchgefiihrt. Zwecks Gewinnung 
etwas gréBerer Hefemengen wurde die Hefeaussaat, die Glucosemenge 
und Nahrsalzzugabe um 50° gegeniiber der Originalvorschrift von 
Fink und Krebs erhéht. Das Aneurin wurde zur Nahrlésung, d. h. eben- 
falls im Zulaufverfahren, zugesetzt. Alle iibrigen Angaben sind in der 
I. Mitteilung enthalten. 


g) Versuchsserie 6: Zusatz von Aneurin zur gdrenden Torula. 


Jeweils 10g abgepreBte Torula (Trockensubstanzgehalt 22,52 °, 
Vitamin B,-Gehalt 22,5 y/g Trockensubstanz) in 300 ccm einer auf 
pu 4,5 eingestellten Lésung aufgeschwemmt, die 30g Glucose, 3,0 ¢ 
Nahrsalzgemisch und das zugesetzte Aneurin (A: 275y, B: 825y, 
C: 1375 y Aneurin-Hydrochlorid) enthielt. Nach etwa 48 Stunden wurde 
die Hefe abzentrifugiert und dreimal mit je 80 bis 100 ccm einer 3 °pigen 
Nahrsalzlésung (pu ~ 4,5) ausgewaschen. Die Gar- und Waschfliissig- 
keiten wurden quantitativ gesammelt und darin das nicht von der Hefe 
aufgenommene Aneurin bestimmt. In der anfallenden Hefe wurde 
sowohl das Gesamtaneurin wie auch das frei vorliegende bestimmt. 
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Uber die Komplexaffinitiit von Schwermetallen 
und Eiweifstoffen. 
II. Mitteilung: 


Uber den Einflu8 des Siiuregrades auf die Ausflockung 
von EiweiB8stoffen durch Silbersalze und die Silberbindung 
an EiweiBstoffe und organische N-haltige Verbindungen. 
Von 
Walter Haarmann 
unter Mitwirkung von E. Friihauf-Heilmann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Westfilischen Wilhelms- 
e Universitat Miinster.) 


(Eingegangen am 14. Juni 1941.) 


A. Einleitung. 


Die Untersuchung der Komplexaffinitaten der Schwermetalle gibt 
uns einen Hinweis fiir die Auswahl der Stoffe, die fiir die Behandlung 
von Schwermetallvergiftungen in Frage kommen kénnen. Von diesen 
Verbindungen mu verlangt werden: 

1. da sie eine gréBere Komplexaffinitat zu den Schwermetallen auf- 
weisen als die Gewebsbestandteile, mithin das Schwermetall aus seiner 
Bindung lésen. 

2. Der gebildete Schwermetallkomplex darf im Organismus nicht 
zerstért werden. 

3. Der Komplexpartner muf in die Zelle eintreten, das heiBt 
lipoidléslich sein. 

4. Die gebildete Schwermetallkomplexverbindung mu wasser- 
léslich sein, so daB sie durch die Exkretionsorgane ausgeschieden werden 
kann, oder aber praktisch unléslich bleiben. Sie wird dann im Kérper 
als indifferenter Stoff zuriickbehalten. 

5. Die entgiftende Substanz darf selbst keine oder nur geringe 
Eigengiftigkeit besitzen. 

Von besonderer Wichtigkeit wegen ihres hiufigen Vorkommens 
sind die Quecksilber- und Bleivergiftungen. Keines der fiir die Be- 
handlung dieser Erkrankungen vorgeschlagenen Mittel geniigt den oben 
aufgestellten Forderungen. 

In einer friitheren Arbeit von Haarmann iiber die chemischen 
Grundlagen der Takata-Reaktion wurde gezeigt, daB diese fiir die 
Diagnose von Leberparenchymschadigungen wichtige Eiweifflockungs- 
reaktion auf einer Verschiebung des Albumin-Globulinquotienten zu- 
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yunsten der Globuline beruht. Untersuchungen an Serumeiweil)- 
stoffen, die durch Dialyse und Elektrodialyse gereinigt wurden, und an 
Serum von Mensch und Tier ergaben, daB das Sublimat unter Takatv 
Bedingungen (sodaalkalische Reaktion in Gegenwart von 0,6% NaC) 
mit den Eiweifstoffen Quecksilber-EKiweiBkomplexverbindungen bildet, 
indem nur das Hg vom EiweiBmolekiil gebunden wird, nicht aber das 
Cl-lon. Die Bindung des Quecksilbers an das Eiwei®B ist zum Teil sehr 
fest, zum Teil nur locker. Als Reagens fiir die feste Hg-Bindung diente 
Kalium- Quecksilber-Jodid, das freie Hg-Ionen und locker gebundenes 
Hg in Hg J, umwandelt, welches leicht durch seine rote Farbe zu er- 
kennen ist: K,.HgJ, + HgCl, ~2HgJ.+2KCl. Fest gebundenes 
Quecksilber wird durch das Quecksilberreagens nicht aus seiner Bindung 
an das EiweiB gelést. Das Quecksilberbindungsvermégen und die 
Komplexaffinitat des Serumalbumins sind weit gré8er als die der 
Serumglobuline. 100g Serumalbumin binden rund 30g Hg fest, das 
Pseudoglobulin nur ungefaihr die Halfte. Das Flockungsvermégen 
nimmt mit der EiweiBverdiinnung infolge Absattigung mit Hg zu. 
Besonders leicht wird das Pseudoglobulin durch Sublimat ausgeflockt, 
wahrend das Albumin erst durch die etwa fiinffach héhere Sublimat- 
konzentration niedergeschlagen wird. Neben derjenigen Sublimat- 
menge, die gerade das Eiwei8 vollstandig ausfallt, wird von den Globu- 
linen noch eine weitere doppelte Menge locker an das Eiweif’ gebunden, 
vom Albumin nur die gleiche Menge. Die feste Hg-Bindung an Serum- 
albumin: ist bereits vor dem Auftreten einer Ausflockung beendet, 
wahrend sie bei den Globulinen mit der Quecksilberkonzentration zu- 
sammenfallt, die eine vollstandige Fiallung ergibt. Im Gegensatz zu den 
Globulinen erwirkt beim Albumin erst der Eintritt von locker ge- 
bundenem Quecksilber die Ausflockung. Die Menge des an EiweiB fest 
gebtndenen Hg steigt mit zunehmender Alkalisierung, da die Stickstoff- 
gruppen in alkalischer Lésung in die undissoziierte Aminoform iiber- 
fiihrt werden, die allein mit den Schwermetallionen in Wechselwirkung 
treten kann. 

Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber Entgiftungsvorginge 
im Ké6rper soll in der vorliegenden Arbeit die Komplexbildung des 
Silbers mit organischen Substanzen, besonders mit EiweiBstoffen und 
Aminosauren, untersucht werden. Derartige Untersuchungen wurden 
bisher besonders von der Paulischen Schule durchgefiihrt, und zwar 
in ungepufferter Lisung an gereinigten EiweiSstoffen. Der EinfluB 
des Sauregrades auf die Silberkomplexbildung wurde jedoch bislang 
nicht gepriift, obgleich gerade eine Veranderung des py die Bindungs- 
verhaltnisse stark beeinfluBt. 

Altere Versuche wurden mit unzureichender Methodik und nicht 
gereinigten EiweiSstoffen angestellt und sind daher heute nur noch von 
historischer Bedeutung. Sie sollen deshalb nicht besprochen werden. 
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Komplexaffinitat von Schwermetallen und EiweifBstoffen. I. 8) 


Pauli und Flecker benutzten zum ersten Male durch Dialyse gereinigtes, 
elektrolytfreies EiweiB, und zwar Serumalbumin und Gelatine. Es sei hier 
gleich bemerkt, da es sich bei dem von ihnen als Rinderserumalbumin 
hezeichneten Albumin um Serumalbumin plus Pseudoglobulin handelt, da 
durch die Dialyse gegen destilliertes Wasser nur die Euglobuline entfernt 
wurden. Die SilbereiweiBbindung wurde von ihnen nicht untersucht, 
sondern lediglich die EiweiBfallung durch Silbernitrat. Eine Ausflockung 
des EiweiBes bei einem Albumingehalt von 0,8°,, erfolgte von 0,0001 bis 
0,5n AgNO. 


Die Silberbindung an _ elektrolytfreies Serumalbumin, Glutin und 
Casein wurde von Pauli und Matula elektrometrisch bestimmt und gleich- 
zeitig die Leitfahigkeitsabnahme ermittelt. Wird Silber an EiweiB ge- 
bunden, so nimmt die Menge der in der Lésung verbleibenden Silberionen 
ab und gleichzeitig die elektromotorische Kraft der Kette. Die Menge der 
freien Silberionen entspricht nicht der Menge des freien Silbernitrats, weil 
das Salz nicht vollkommen dissoziiert ist. Gemessen werden lediglich die 
vorhandenen freien Silberionen. Es mu daher zunachst der Dissoziations- 
grad der Silbernitratlbsung von verschiedener Konzentration bestimmt 
werden, der mit zunehmender Silberkonzentration abnimmt. Eine elektro- 
metrische Bestimmung von Silbernitratkonzentrationen tiber 0,05 n_ ist 
nicht méglich, weil eine geringe Anderung der elektromotorischen Kraft 
erst bei gréBeren Konzentrationsinderungen eintritt. Die Menge des 
gebundenen Silbers nimmt mit der Konzentration des Silbernitrats anfangs 
schnell, dann langsamer zu und strebt cinem konstanten Werte zu. Die 
maximale Bindung in einer 1°,,igen Glutinlésung betragt rund 2.3- 10-4 
Aquivalente Silber auf 1g Glutin. Die Leitfahigkeitsverminderung lauft 
der Menge der elektrometrisch verschwindenden Silberionen parallel. Die 
maximale Silberbindung trat bei etwa 25fachem UberschuB von Silber- 
nitrat auf. 


Bei Variierung der EiweiBkonzentrationen zeigte sich, da®B die Silber- 
bindung nicht proportional der EiweiBkonzentration zunimmt, sondern 
gegen den linearen Anstieg zuriickbleibt. Aus starkeren EiweiBverdiinnungen 
soll also relativ mehr Silber gebunden werden als aus héheren Konzentra- 
tionen. Die Forscher fiihren diese Erscheinung auf eine hydrolytische 
Spaltung der Protein-Silberverbindung zuriick, die um so mehr zunimmt, 
je geringer der Uberschu8 an freiem Silbernitrat in der Lésung wird, der 
die hydrolytische Dissoziation des SilbereiweiBes zuriickdringt. Die 
Bindung des Silbers an Glutin ist hierbei vollkommen reversibel, da durch 
andauernde Dialyse des Silbersalzglutins bis zum Verschwinden der Ag- 
Reaktion in der AuBenfliissigkeit wieder unverandertes Glutin zuriick- 
gewonnen wird. Auf das Bestehen der Reversibilitat soll die leichte Léslich- 
keit des Silberglutins hinweisen, da Silbernitrat selbst in hohen Konzentra- 
tionen das Glutin nicht ausflockt. Das reversible Gleichgewicht zwischen 
Glutin, Silbernitrat einerseits und Silbersalzglutin andererseits miiBte also 
durch Zusatz von anderen Neutralsalzen, die gleichfalls mit Glutin in 
Reaktion treten, beeinfluBt werden, indem das Silber aus seiner Verbindung 
mit Glutin verdrangt wiirde. Die Ag-Bindung miiBte also abnehmen. Nach 
Untersuchung der Autoren nimmt die Silberbindung der Glutinverbindung 
tatsichlich mit steigender Konzentration von Natrium- oder Bariumnitrat 
ab, 0,05 n NaNO, bringt eine Verminderung um 35°,,. Die Silberbindung 
an Serumalbumin, das eine Konzentration von 0,7°,, hatte und bei einer 
Silbernitratkonzentration von 0,04n leicht getriibt und von 0,07 n aus- 
geflockt wird, betragt rund 5- 10-4g Aquivalente Silber auf 1 g Albumin. 
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Die maximale Silberbindung wird durch Erwarmen der Silbernitrat-Eiweif 
mischung nicht beeinfluBt. Auch Casein, das in Form einer Caseinsuspension 
verwendet wurde, zeigte eine erhebliche Silberbindung. 

In neuerer Zeit wurde von Bechhold und Mitarbeitern die Ionen- 
bildung an Eiwei®stoffe durch Ultrafiltration bestimmt. Es wurden zwei 
Verfahren angewandt. Das eine besteht darin, daB die mit Neutralsalz 
versetzte EiweiBlésung am Ultrafilter solange mit Wasser ausgewaschen 
wird, bis im Filtrat keine Metallionen mehr nachweisbar sind. Zuriick 
bleibt nur jene Metallmenge, die an das Eiweifs fest gebunden ist. 

Schorn konnte mit der Auswaschmethode zeigen, daB die Erdalkalisalze, 
ebenso wie Nickel- und Kobaltsalze vom untersuchten Eieralbumin wiede: 
vollkommen losgelést werden, waihrend die Salze von Zink, Aluminium, 
Chrom und Silber zum Teil fest an das Eiwei8 gebunden auf dem Filte: 
zuriickbleiben, und das unabhingig vom urspriinglichen Mischungsverhiltnis. 
[In allen Fallen wird ein Aquivalent Kation von 5100 —5200 g Eieralbumin 
fest gebunden. 

Heymann und Oppenheimer ermittelten gleichfalls durch Ultrafiltration 
die gebildete Ionenmenge, indem sie einen kleinen Teil der EiweiBsalz- 
mischung ultrafiltrierten und dann die Schwermetallmenge ermittelten. 
Aus den Analysen des Ultrafiltrats ergab sich eine maximale Bindung von 
4,5- 10-4g Aquivalenten AgNO, pro 1g Ovalbumin. Die maximale Bindung 
trat erst bei vierfachem UberschuB des Silbersalzes auf. Die Wasserstoffzah] 
im Ultrafiltrat war hierbei nicht verindert, so daB also das Salz als Ganzes 
vom EiweiB gebunden wird. Die untere Flockungsgrenze betragt 0,03 n 
AgNO, und ist unabhangig von der Albuminkonzentration. Die Unter- 
suchungen wurden alle bei py = 4,7, dem isoelektrischen Punkt des EiweiBes, 
ohne Zusatz von Pufferlésungen durchgefiihrt. 

Die Ausflockung von elektrodialytisch weitgehend gereinigtem Serum- 
albumin und Pseudoglobulin durch Silbernitrat wurde von Geill aus Paulis 
Institut bei verschiedenen Sauregraden in einigen Versuchen gepriift. Das 
Maximum der Globulinfallung liegt beim Neutralpunkt. Bei px = etwa 5,0 
bleibt die Fallung aus. Fiir das Pseudoglobulin (0,5°,,) betrug die fallende 
Konzentration in ungepufferter Lésung 5: 10-° bis 1+ 10-*n AgNO,. In 
dem Bereich 2- 10-* bis 2- 10-*n AgN O, blieb jegliche Fallung aus, wahrend 
héhere Konzentrationen von 3- 10-?n aufwiarts erneut fallend wirkten. 
Es treten also zwei Fillungszonen auf, die eine bei sehr niedriger Silber- 
konzentration, die andere bei sehr hoher. Dieses Phinomen, das von 
Bechhold als ,,unregelmaBige Reihe‘‘ bezeichnet wird, soll nach Schorn nur 
bei solchen Metallsalzen auftreten, die eine starkere hydrolytische Disso- 
ziation zeigen. Durch Reste von Ca-Salzen soll das Metallhydroxyd gebildet 
werden, wodurch dann die Niederschlagsbildung bewirkt wird. — Geill 
stellte weiterhin fest, da8 Albumin (0,5°,,) in ungepufferter Lésung erst 
bei der sehr hohen Konzentration von 1+ 10-!n AgNO, ausflockt. In ge- 
pufferter Lésung fand im untersuchten Bereich von px = 4,0 bis pH = 7,0 
keine Ausflockung statt. 

In einer neueren Arbeit untersuchte Pauli zusammen mit Goigner 
erneut die Frage der Silberbindung mit verbesserter Methodik. Auf 
Zusatz von 5- 10-?n AgNO, wurde von 1°, Serumalbumin 5,59- 10-? n 
Ag’ gebunden, von 0,5°,, Serumalbumin unter den gleichen Bedingungen 
dagegen 3,29- 10-*n Ag. Die Héchstaufnahme des Silbers aus dem Silber- 
nitrat nimmt also nicht mit dem EiweiBgehalt zu, sondern bleibt deutlich 
gegen die einfache Proportionalitat zuriick, wihrend bei der Unter- 
suchung de? Leitfahigkeiten eine genaue Proportionalitat bestand. Ovalbu- 
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min, das in 0,5°,iger Lésung erst durch 4: 10-2? n AgNO, ausgeflockt wird, 
bindet erheblich mehr Silber, und zwar in 1°,,iger Lésung in Gegenwart von 
1-10-?n AgNO, 3,77: 10-9 n Ag und in 0,5°,iger Lésung 2,18- 10-3 n Ag. 
Dabei hat die Silberbindung auch hier noch nicht ihr Maximum erreicht. 

Die entsprechenden Zahlen fiir Serumalbumin lauten: 2,5- 10-?n Ag 
bzw. 1,50-10-3n Ag. 

Das Silberbindungsvermigen der Gelatine ist erheblich niedriger als 
das der beiden Albumine. In Gegenwart von 1- 10°-?n AgNO, werden 
1,.2- 10-3 n Ag von 1°, iger Gelatine gebunden, in Gegenwart von 5- 10°2n 
AgNO, 1,76-10-*n Ag. 0,5°,ige Gelatine bindet dementsprechend 0,61 
- 10-3 n Ag und 0,98- 10-3 n Ag. 

Auch durch Aminosaéuren, z. B. Glykokoll und Alanin wird Silber 
inaktiviert, und zwar mehr Silber aus Silberhydroxydlésungen als aus 
Silbernitratlésungen. 


B. Methodik. 


Als Ausgangsstoff wurde fiir die Untersuchungen Rinderserum 
verwendet. 


Dieses wurde zunichst 5 Tage lang in Zellophanschliuchen gegen 
haufig erneuertes, destilliertes Wasser dialysiert, um so den gr6Bten Teil der 
Salze und NichteiweiBstoffe zu entfernen. Dabei fiel gleichzeitig die Haupt- 
menge des darin enthaltenen Euglobulins aus, das abzentrifugiert und 
zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen wurde. Die anschlieBende 
Elektrodialyse machte die Albumine und Pseudoglobuline des Zentrifugats 
vollkommen elektrolytfrei und fallte den letzten Rest Euglobulin aus. Die 
Trennung der Albumine von den Pseudoglobulinen erfolgte nach Halb- 
sattigung mit Ammonsulfat und eintagigem Stehen durch Filtration. Die 
Pseudoglobuline wurden dann wieder in Wasser gelést bis zum urspriing- 
lichen Volumen der Serumverdiinnung, noch einmal durch die gleiche 
Menge gesattigte Ammonsulfatlésung niedergeschlagen und schlieBlich nach 
Lésung in wenig Wasser durch Dialyse und Elektrodialyse véllig vom 
Salz befreit. 


Die Albumine wurden durch 0,5°,,ige Essigsaure aus der mit Ammon- 


sulfat halbgesattigten Lésung niedergeschlagen. Nach Abtrennung durch 
Filtration wurden auch sie dialytisch und elektrodialytisch von Salzen 
gereinigt, nachdem sie vorher durch verdiinnte Sodalésung bis zum Er- 
reichen des Neutralpunktes gelést waren. 

Ebenso wurden die aus Dialyse und Elektrodialyse erhaltenen ver- 
einigten Euglobuline durch verdiinnte Sodalésung bis zum Erreichen des 
Neutralpunktes in Lésung gebracht. 


An sonstigen Proteinen wurden gepriift : 


1. Ovalbumin, 
2. Hamoglobin (Merck), 


3. Gelatine (Merck, Goldetikett), 

4. Casein (Merck nach Hammarsten), 
5. Lysalbinsaures Natrium (Kalle), 
6. Protalbinsaures Natrium (Kalle) 


und schlieBlich noch: 
Witte-Pepton (Merck). 
Biochemische Zeitschrift Band 309, 9 
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Das Ovalbumin wurde in der gleichen Weise hergestellt wie Serum 
albumin. Alle iibrigen Proteine und das Pepton wurden ohne Vorbehandlun, 
verwendet. Sie sind frei von stérenden Substanzen, besonders von Chloride); 
Das Casein wurde durch vorsichtige Neutralisation mit verdiinnter Natron 
lauge in Lésung gebracht. 

Der EiweiBgehalt der SerumeiweiBstoffe und des Ovalbumins wurde 
aus dem Stickstoffgehalt nach Ayjeldahl, in der Versuchsanordnung nach 
Haarmann — Veraschung und Multiplikation mit dem Faktor 6,25 
ermittelt. 

Die untere Flockungsgrenze wurde in der Weise festgestellt, daB die 
EiweiBlésungen von bestimmtem Eiwei®Bgehalt in Pufferlésungen mit 
steigenden Konzentrationen von Silbernitrat versetzt wurden. 

Als Pufferlosungen sind nur solche brauchbar, die mit Silbersalzen 
selbst keine Flockung geben. Phosphatpufferlésungen, die gerade den 
pu-Bereich um den Neutralpunkt umfassen, sind unbrauchbar, weil sie mit 
Silbersalzen schwerlésliche Phosphate bilden. 

Verwendet wurden fiir den py-Bereich von pr 3,0 bis pr 6.5 
Acetatpufferlésungen, die durch Vermischung von Natriumacetat mit 
Essigsiure hergestellt wurden. Die Acetatstammpufferlésung hatte einen 
Gehalt von n Essigséiure bzw. Acetat. Fiir py 7,5 bis pu 10,0 wurde 
eine m/8 Boratpufferlésung gebraucht und fiir py = 7,0 eine Mischung 
von gleichen Teilen n/2 Acetat und m/8 Borat (Borax plus Borsaure). 

Die Acetatpuffergemische sind bei Michaelis, die Boratpufferlésungen 
bei Kolthoff angegeben. 

Die pu-Werte wurden elektrometrisch kontrolliert. 

Gearbeitet wurde nach folgender Methode: Von der EiweiBlésung, div 
zuvor im Verhialtnis 2: 1 mit Pufferlésung verdiinnt war, wurden je 1,0 ccm 
in eine Reihe kleiner Reagensglischen einpipettiert und unter griindlichem 
Mischen 0,5cem einer Silbernitratlésung hinzugefiigt, die die dreifach« 
Starke der geforderten Endkonzentration hatte. Um als Endkonzentration 
im Versuchsansatz eine «°,,ige EiweiBlésung zu erhalten, muB die urspriing- 
liche EiweiBlésung °/, 2°, stark sein: Die Lésung wird durch den Puffer- 
zusatz auf °/, mal ?/, = */,, und dann durch den Zusatz des Silbernitrats 
abermals auf ?/, = 1 # verdiinnt. 

Die Konzentration des zugesetzten Silbernitrats war die geometrische 
Verdiinnungsreihe mit dem Quotienten 9) 10 = 1,122. 

Die logarithmische Reihe lautet: 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25 usw. 

Die geometrische: 1,00, 1,122, 1,259, 1,413, 1,585, 1,778, 1,995, 2,229. 
2,512, 2,818, 3,162, 3,548, 3,981, 4,467, 5,012, 5,623, 6,310, 7,080, 7,943, 
8,912, 10,00. 

Die Unterschiede zwischen zwei aufeinanderfolgenden Konzentrationen 
betragen stets 12,2°,. 

Die untere Flockungsgrenze wurde, um an Eiweif zu sparen, zunichst 
grob ermittelt, indem die Verdiinnungsreihe mit dem Faktor 1,995 gewahlt 
wurde. Trat dann eine Triibung auf, so wurde durch Einfiigung der feine1 
abgestuften Lésungen mit dem Faktor 1,122 die genaue Flockungsgrenz 
festgestellt. Das Ergebnis wurde sofort und endgiiltig nach 24 Stunden 
abgelesen. Triibungen wurden nicht gewertet. 

Die Bestimmung des an Eiwei8 gebundenen Silbers wurde in ahniicher 
Weise vorgenommen, wie es Haarmann bei der Quecksilberbindung an 
Eiwei8 durchgefiihrt hat. Als Reagens, das die Vollstandigkeit der Silber 
bindung an Eiweif anzeigt, bewahrte sich Kaliumchromat, K,CrQO,, von 
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dem 0,1 cem einer 1°,,igen Lésung den Versuchsansatzen zugefiigt wurde. 
Silbersalze geben mit Kaliumchromat je nach dem py-Wert intensiv rotbraun 
gefarbtes Ag,CrO, bzw. Ag,Cr,O;. Silberchromat ist im Gegensatz zu 
Silberchlorid oder -jodid in H,O merklich léslich. 

Um die Ag-Bindung zu messen, ist es notwendig, die Eigenléslichkeit 
des Silberchromats bei den einzelnen py-Werten zu subtrahieren. Die 
Kigenléslichkeit unter den gewahlten Versuchsbedingungen wurde in der 
Weise ermittelt, daB zu Pufferlésungen von verschiedenem py steigende 
Mengen von Silbernitrat und 0,1 cem 1°,,iges Kaliumchromat zugefiigt 
wurden. Ist die Silberbindung an Eiwei8 beendet, so fallt sofort auf Zusatz 
von K,CrQO, rotbraunes Silberchromat aus. Der Beginn der Silberchromat- 
bildung ist sehr leicht abzulesen. Das Prinzip des Verfahrens entspricht 
der bekannten Titrationsmethode von Mohr fiir Chloride im Harn. 

Auftreten von Silberchromat zeigt also an, daB das EiweiB8 mit Silber 
abgesattigt ist und daB freie Silberionen vorliegen. Die SilbereiweiBbindung 
wird durch Chromat nicht verindert. Das geht wohl am besten daraus 
hervor, daB die untere Flockungsgrenze des EiweiBes in Gegenwart von 
Chromat die gleiche ist wie in Chromatabwesenheit. Man kann mit dem- 
selben Versuchsansatz gleichzeitig die untere Flockungsgrenze und die 
SilbereiweiBbindung bestimmen. 

Das Kaliumchromat laBt sich leider nur fiir den py-Bereich verwenden, 
bei dem die Proteine als EiweiSsiuren vorliegen, d. h. vom isoelektrischen 
Punkt der EiweiBstoffe aus bis px 10,0. Unterhalb des isoelektrischen 
Punktes verbindet sich das Chromat selbst mit dem EiweiB, indem die 
EiweiBbase mit dem Chromat in Reaktion tritt. Bekanntlich dient das 
Chromat, ahnlich wie Ferrocyanid, Trichloressigsiure, Sulfosalicylsiure 
und Kaliummerkurijodid als Basenfaillungsmittel. Im alkalischen Bereich 


jenseits po = 10,0 wird Silberchromat durch die alkalische Reaktion unter 
Bildung von Silberhydroxyd zersetzt. Die Silber-Eiwei®Bbindung laBt sich 
mithin nur fiir einen py-Bereich von pH = 5,0 baw. 5,5 bis pu 10,0 er- 
mitteln. 


Uber den Einflu8 des Saiuregrades auf die Ausflockung von Eiwei8- 
stoffen durch die Basenreagentien soll in einer spiteren Arbeit mit 
Hiilser berichtet werden. 

C. Versuchsergebnisse. 
a) Untere Flockungsgrenzen verschiedener Proteine. 

Die untere Flockungsgrenze einiger EiweiSstoffe in ungepufferter 
Lésung ist in Tabelle I angegeben. Die EiweiBkonzentration betrug 
0,5 und 0,25 % 

Tabelle I. 


Untere Flockungsgrenze: n AgNO,, ohne Puffer. 





% Eiwei8 Serumalbumin Serumglobulin Ovalbumin Gelatine Himoglobin 
0,5 0,0794 0,000 13 0,0005 —0,0020 0,1 0,0032 
0,040 
0,25 0,0794 0,000 13 0,0004 —0,0016 0,1 0,0016 
0,040 
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Fiir die untersuchten EiweiBstoffe besteht mit Ausnahme von Ova! 
bumin nur eine Flockungszone. Diese ist, wie schon Heymann und Oppen- 
heimer feststellten, unabhangig von der Proteinkonzentration. Eine Aus- 
nahme bildet das Haimoglobin, das in 0,25 °Ciger Lésung bereits durch di: 
halbe Konzentration der Silbernitratlésung ausgeflockt wird wie in 
0,5°iger Lésung. Das Flockungsvermégen nimmt hier also mit an- 
steigender KiweiBverdiinnung zu. Am leichtesten flockt Serumglobulin 
aus. Serumalbumin erfordert zur Ausflockung die 600fache Silber- 
nitratkonzentration wie Serumglobulin. Gelatine wird selbst durch 
n/l0 AgNOgs nicht getriibt. Ovalbumin hat zwei Flockungszonen: 
die erste, die in 0,5°iger Eiweiblésung bei 0,005 bis 0,02 n AgNO, 
liegt, ist vom Eiweibgehalt abhangig, wabrend die zweite Flockungszone. 
die bei 0,04n AgNO, auftritt, hiervon unabhangig ist. 

Unsere Ergebnisse an Ovalbumin stimmen, was die zwei Flockungs 
zonen angeht, mit den Befunden von Pauli und Goigner sowie von Heymann 
und Oppenheimer iiberein, desgleichen die Befunde an Serumalbumin mit 
denen von Gell, Ebenso entspricht die Flockungszone vom Pseudoglobulin 
im wesentlichen den Werten von Geill, der aber auch fiir das Pseudoglobulin 
zwei Flockungszonen feststellte. 

Die Abhangigkeit der unteren Flockungsgrenze vom Sauregrad 
wurde fiir die SerumeiweiBstoffe und fiir Ovalbumin, Hamoglobin, 
Casein und Gelatine untersucht, und zwar bei einem Eiweibgehalt von 
0,4 und 0,2°,. Die Ergebnisse sind aus den Tabellen II und III zu ent- 
nehmen. 

Das Flockungsvermégen von Serumalbumin und Pseudoglobulin 
nimmt mit ansteigendem py zu und erreicht sein Optimum bei 
pu = 7,5, ein Verhalten wie es auch von Geill bei Serumglobulin beob- 
achtet wurde. Bei zunehmender Alkalisierung wird das Flockungsver- 


Tabelle IT. SerumeiweiBstoffe (Rind). 
Untere Flockungsgrenze: n AgN QO. 

















Albumin Pseudoglobulin Euglobulin 
PH SRLS Ip Ra ES ae ee 
0,4 % 0,2 % 0,4 % 0,2 % 0,2 % 
4,5 9,079 > 0,10 > 0,10 0,001 00 
5,0 0,032 0,004 0 0,003 2 — 
5,5 0,020 0,025 0,001 3 0,001 0 ~ 
6,0 0,016 0,013 0,000 8 0,000 4 0,000 10 
6,5 0,010 0,008 0,000 4 0,000 25 0,000 13 
7,0 0,006 0,004 0,000 16 0,000 10 0,000 16 
7,5 0,004 0,0025 0,000 16 0,000 08 0,000 16 
8,0 0,005 0,0025 0,000 20 0,000 10 0,000 20 
8,5 0,006 0,004 0,000 40 0,000 25 0,000 25 
9,0 0,008 0,005 0,000 50 0,000 32 0,000 32 
9,5 0,010 0,006 0,000 63 0,000 40 0,000 50 
10,0 0,013 0,008 0,000 79 0,000 50 0,001 00 
11,0 — — 0,001 59 0,001 0 ~ 
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Tabelle III. 
Untere Flockungsgrenze: n AgNO,. EiweiBkonzentration: 0,2°).. 





Pu Ovalbumin Gelatine Haimoglobin Casein 
4,0 0,0790 > 0,10 - 0,10 ss 
5,0 0,0008 > 0,10 0,0020 

6.0 0,0008 - 0,1 0,0013 0,008 
7,0 0,0016 0,1260 0,0004 0,01 
8,0 0,0040 0,0398 0,0008 0,01 
9,0 0.0063 0.0250 0.0016 0,010 
10,0 0,0080 0,0250 0,0040 0,0159 


mégen wieder geringer. Beim Euglobulin, das bei py — 5,0 und 5,5 bereits 
spontan ausflockt, nimmt das Flockungsvermégen mit den py-Werten 
ab. Das Flockungsoptimum liegt hier nicht, wie beim Serumalbumin 
und Pseudoglobulin, in der Nahe des Neutralpunktes, sondern ist nach 
der sauren Seite hin verschoben. Ovalbumin und Casein verhalten sich 
wie Euglobulin. In starker saurem Milieu (py -- 4,0) erfolgt Flockung 
erst bei hohen Silbernitratkonzentrationen (0,08 n), bei py 5,0 da- 
gegen bereits bei 0,0008 n Ag. Das Hamoglobin entspricht in seinem 
Verhalten dem Serumalbumin und Pseudoglobulin mit einem Fallungs- 
maximum beim Neutralpunkt. Die Gelatine verhalt sich gegeniiber 
allen untersuchten EiweiSstoffen vollkommen abweichend. Das 
Flockungsvermégen nimmt hier nicht mit ansteigendem py ab, 
sondern zu. 
bh) Silberbindungsvermégen der Proteine. 


Die Ergebnisse der Silberbindung an Proteine und Pepton sind 
in den Tabellen IV bis VIL und in der Ubersichtstabelle VILL zusammen- 
gefaBt. Die Silberbindung wurde bei einem EiweiBgehalt von 0.0625 
bis 2,0 % ermittelt. 


Das Silberbindungsvermégen nimmt ganz allgemein bei simtlichen 
KiweiBstoffen mit zunehmender Alkalisierung zu. Dieses Verhalten 
diirfte darauf zuriickzufiihren sein, daB durch die Alkalisierung die 
Stickstoffgruppen in die undissoziierte Aminoform iiberfiihrt werden, 
die allein imstande ist, Schwermetallionen zu inaktivieren. Neben der 
Aminogruppe kommen vor allem Schwefelgruppen des EiweiBes als 
Komplexbildner in Betracht. Innerhalb des py-Bereiches von 5,0 
bis 7,0 andert sich die Silberbindung nur wenig. Sie nimmt erst bei 
héheren Alkaligraden zu, und zwar fiir die einzelnen Eiweibstoffe bei 
verschiedenem py. In ungepufferter Lésung, d.h. bei einem py von 
rund 5,0, entspricht die Silberbindung derjenigen bei py 5.0 in ge- 
pufferter Lésung. Der Anstieg der Silberbindung innerhalb des Bereiches 
von pu = 5,0 bis py = 10,0 wechselt bei den einzelnen Eiweibstoffen 
erheblich. Die stirkste Zunahme, bezogen auf die Silberbindung bei 
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Tabelle IV. Casein, 1,6° 


O° 




















Jntere F 3- Ag-Chroms -Chron 
pu sas — ” ca * onaae ~v repo % Ag-Bindung 
nAgNoO,; n AgNO, n AgN Og 3 
5,5 3,16 - 10-8 10,0 - 10> 1,2-10-* 8,8 - 10-8 5,95 
6,0 10,0 -10-8 10,0 - 10-8 1,0- 10-4 9,0 - 10-4 6,04 
6,5 12,6 -10-8 10,0- 10-8 1,0- 10-8 9,0 - 10-8 6,04 
7,0 15,9 -10-3 10,0 - 10-8 0,9 - 10-8 9,1- 10-3 6,05 
7,5 20,0 - 10-3 11,3 - 10-8 0,5- 10-8 10,8 - 10-8 7,30 
8,0 25,1 -10-% 14,4-10-3 0,5 - 10-3 13,9- 10-5 9,38 
8,5 26,1 - 10-3 15,9 -10-3 0,6-1078 15,3 - 10-8 10,35 
90 31,6 -10-5 18,3 - 10-8 0,8 - 10-8 17,5 + 10-3 11,80 
9,5 31,6 «10-5 20,0 -10-* 08-1078 19,2 - 10-8 12,90 
10,0 39,8 - 10-3 26,1 - 10-3 10-10-38 24,1-10-% 16,20 = 
Tabelle V. Gelatine. i 
1 
| : Ag- mndung: 1:-10-3n % Ag-Bindung Ag-Bindung 
si 1% Gelatine 2 % Gelatine 1° , Gelatine 2 o% ‘Gelatine Mittel 
Puffer || 480 9,00 4,85 4,85 4,85 : 
5.0 4,30 8,00 4,65 4,32 4,49 
5,5 4,39 8,74 4,74 4,72 4,73 
6,0 4,65 9,00 5,02 4,85 4,94 | 
6,5 4,65 9,00 5,02 4,85 4,94 
7,0 4,75 9,10 5,12 4,90 5,01 
7,6 4,50 9,00 4,85 4,85 4,85 : 
8,0 5,15 9,50 5,55 5,13 5,34 
8,5 5,20 12,00 6,15 6,50 6,33 , 
9,0 7,20 13,40 7,78 7,25 7,52 7 
9,6 8,20 15,10 8,85 8,15 8,50 
10,0 9,00 17.00 9,70 9,20 9,45 
Pu 
Sil 
Tabelle VI. Ovalbumin. fac 
pre 
ae patung: 1-10-38 % Ag-Bindung 
' PH a8 ae SaaS ie | a tee Mittel Pu 
“14% 1,0 % 0,5 % 1,4 % 1,0 % 0,5 % on 
Ov albumin Ov albumin Ovalbumin | Ovalbumin | | Ovalbumin Ov albumin ne 
9€) 
Puffer|| 1278 | 858 | 423 | 990 | 925 | 916 , 945 bin 
5,0 13,9 9,3 4,3 10,7 10,05 9,3 10,0 un 
5,5 14,64 10,04 5,04 11,3 10,8 10,9 11,0 all 
6,0 14,9 10,3 5,3 11,4 11,1 11,4 11,3 al 
6,5 15,0 10,4 5,4 11,6 11,2 11,7 11,5 es 
4 0 15,0 10,4 5,4 11,6 11,2 i647 11,5 Ps 
7,5 15,4 10,8 5,8 11,9 11,7 12,5 12,0 Be 
8,0 17,5 12,1 5,8 13,6 13;1 12,5 13,1 
85 19,4 13,4 744 15,0 14,7 15,9 15,2 hé 
9,0 21,8 15,1 8,2 16,9 16,3 17,7 17,0 Se 
9,5 24,3 17,2 8,2 18,8 17,2 17,7 17,9 ko 
10,0 27,4 19,0 10,3 21,1 20,5 22,2 21,3 
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Tabelle VII. Casein, pa = 10,0. 





Ag-Bindung auf 100g Ag-Bindung 


Ag-Bindung: 


% Casein 3 _, Casein: 

1-10 “n Aquiv. Ag % 
2,0 28,85 0,1443 15,6 
1,0 15,35 0,1535 16,6 
0,5 7,25 0,145 15,65 
0,25 3,55 0,142 15,3 
0,125 1,75 0,130 14,0 
0,0625 0,83 0,133 14,4 


Tabelle VIII. Ag-Bindung: %, Ag. 








Proteine 


| 


Serumalbumin | 


PH 


Pepton 


Himoglobin 
Gelatine 





Ovalbumin 
Euglobulin 
Pseudoglobulin 
Casein 
Protalbinsaures 
Na 


5,0 5,36 10,0 9,60 5,40 4,49 | 13,5 a 
5,5 5,24; 11,0 | 9,45; 5,45) 65,95 4,73 | 142 10,6 , 
6.0 5,83] 11,3 9,95 5,84) 6,04 4,94 


6,5 5,83 11,5 9,95 | 5,84 6,04 17,5 4,94 14,5 11,0 
7,0 6,95. 11,5 10,10 6,10 6,05 17,7 5,01 14,6 Hi ; 
7,5 9.45, 12.0 10,9 6,35 | 7,30) 18,4 | 4,85 | 15,0 § 11,6 | 13,3 
8,0 12,15; 13,1 | 10,9 7,20 9,38 18,4 5,34 15,0 14,7 | 16,5 
8.5 15,30; 15,2 | 13,7 7,95 | 10,30 184 | 6,33 7,8 16,6 | 18,6 
9,0 17,20} 17,0 | 17,2 8,77 | 11,80 | 20,4 | 7,62 | 21,1 18,4 | 20,9 
9,5 19,30} 17,9 | 19,7 11,40 |.12,90 | 22,9 8.50 23,7 21,0 | 23,4 
10,0 21,60} 21,3 21,7 12,55 | 16,80 | 28,9 9,45 26,4 23,2 | 26,2 


1: 
14,5 11,0 | 1: 
1: 
I 


pu — 5,0, erfolgt beim Serumalbumin. Wahrend bei px — 5,0 nur 5,3 % 
Silber gebunden werden, sind es bei px — 10,0 21,6 %, das ist das Vier- 
fache. Ovalbumin, Euglobulin, Pepton, lysalbinsaures Natrium und 
protalbinsaures Natrium binden bei px = 10,0 das Zweifache wie bei 
pu —5,0. Etwas starker ist der Anstieg beim Pseudoglobulin, Casein 
und bei der Gelatine, waihrend beim Hamoglobin die Silberbindung 
bei pu 10,0 unter dem halben Wert bleibt. Das geringste Silber- 
bindungsvermégen besitzt die Gelatine, und das fiir den gesamten 
untersuchten py-Bereich. Bemerkenswert ist, daB bei py 5,0 Serum- 
albumin und Pseudoglobulin gleich viel Silber binden (5.4% Ag), 
bei pu = 10,0 dagegen Serumalbumin annihernd doppelt soviel wie 
Pseudoglobulin. Auch das Bindungsvermégen vom Casein ist im sauren 
Bereich fast so groB wie vom Serumalbumin und Pseudoglobulin. Bei 
héheren py-Werten steht jedoch das Casein in der Mitte zwischen 
Serumalbumin und Pseudoglobulin. Das Euglobulin verhalt sich voll- 
kommen abweichend von den iibrigen Serumeiweibstoffen. Sein Silber- 
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bindungsvermégen ist in saurer Lésung annahernd doppelt so hoch wiv 
von Serumalbumin und Pseudoglobulin, entspricht aber bei héhere), 
Alkaligraden vollkommen dem Serumalbumin. Der Verlauf der Silbe1 
bindungskurve vom Ovalbumin stimmt weitgehend mit der vom 
Euglobulin iiberein. Gleichfalls starke Silberbindung im sauren Bereic) 
weisen Pepton, lysalbinsaures Natrium und protalbinsaures Natrium 
auf, wobei das Pepton weitgehend dem _ protalbinsauren Natrium 
entspricht, wahrend die Bindung beim lysalbinsauren Natrium etwas 
geringer ist. Die weitaus starkste Silberbindung weist das Hamoglobin 
auf, was wohl auf seinen héheren Gehalt an basischen Gruppen zuriick- 
zufiihren sein diirfte. 

Das unterschiedliche Silberbindungsvermégen der einzelnen Proteine 
stimmt mit den Ergebnissen der Quecksilberbindungsversuche Haarmanns 
an verschiedenen EiweiSstoffen iiberein. Serumalbumin bindet auch hie: 
erheblich mehr Quecksilber als Pseudoglobulin und Casein. 

Die Silberchromatabscheidung, die bei allen Eiwei8stoffen kristallin 
erfolgt mit Ausnahme vom Casein von py = 7,0 bis 9,0, ist unabhangig 
von der EiweiBflockung. Sie kann erfolgen, bevor eine Flockung auftritt, 
was z. B. beim Ovalbumin und bei der Gelatine der Fall ist, oder aber 
sie erfolgt erst, nachdem die EiweiBflockung bereits in sehr viel starkeren 
Verdiinnungen des Silbernitrats aufgetreten ist. Am Beispiel des Ca- 
seins (Tabelle IV) sind diese Beziehungen naher beschrieben. Bei 
pu — 5,5 tritt zuerst die Flockung auf und dann bei der dreifach héheren 
Konzentration Chromatabscheidung. Bei py — 6,0 fallt die Chromat- 
abscheidung mit der unteren Flockungsgrenze zusammen, wahrend 
bei héherem py die EiweiBflockung erst dann erfolgt, wenn iiber- 
schiissiges Silbernitrat vorhanden ist. 

Ein ahnliches Verhalten beobachtete auch Haarmann bei der Queck- 
silberbindung von Serumalbumin und Pseudoglobulin. Hier ist unter den 
Bedingungen der Takatareaktion die feste Quecksilberbindung beim Serum- 
albumin bereits vor der EiweiBflockung beendet, nicht aber beim Pseudo- 
globulin. Erst durch Eintritt von locker gebundenem Quecksilber kommt 
also beim Serumalbumin die Ausflockung zustande. 

Die Brauchbarkeit der Methode ist aus den Tabellen V und VL 
zuersehen. Es wurde hier die Silberbindung an Gelatine und Ovalbumin 
bei wechselnder EiweiSkonzentration bestimmt. Die Ergebnisse zeigen 
sehr gute Ubereinstimmung. 

Die Bindung des Silbers an EiweiB nimmt linear mit der Eiweif- 
konzentration zu (Tabelle VII). Selbst in stark verdiinnten Casein- 
lésungen tritt die gleiche prozentuale Silberbindung auf wie bei héheren 
Caseinkonzentrationen. Die Silber-Caseinverbindung ist folglich bei 
pu = 10,0 nicht merklich hydrolysiert. Auch bei den iibrigen Saure- 
graden (Tabelle V und VI) findet sich keine Verringerung der Bindung 
bei Herabsetzung der Proteinkonzentrationen. Die Ergebnisse stehen 
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in Gegensatz zu den Befunden der Paulischen Schule, nach denen die 
Silber-EiweiBverbindungen vollkommen reversibel sein sollen. 

Unser Verfahren gestattet zu entscheiden, ob die zahlreichen im 
Handel befindlichen und zur Gonorrhoe-Therapie verwendeten Medi- 
kamente Silber ausschlieBlich in komplexer Bindung enthalten oder 
ob neben dem komplex gebundenen Silber noch Silber in Lonenform 
zugegen ist. Die Priifung laBt sich ohne weiteres in der Weise durch- 
fiihren, daB zu den Silberldsungen Kaliumchromat zugesetzt wird. 
Auftreten von blutrotem Silberchromat, das von dem vorhandenen 
EiweiB kolloidal in Lésung gehalten wird, zeigt ionogen gebundenes 
Silber an. So ergibt z. B. eine 1 °/ige Albarginlésung sofort rotes Silber- 
chromat, nicht dagegen eine 1 °fige Lésung von Protargol und Argonin. 
Das Albargin mit einem Gehalt von 15% Ag verhalt sich mithin wie 
eine Mischung von an Eiwei komplex gebundenem Silber und Silber- 
nitrat. AgNO, erzeugt bei subcutaner Injektion an Mausen tiefgehende 
Nekrosen. Das gleiche trifft auch fiir Albargin zu, nicht aber fiir 
Protargol und Argonin. Trotzdem weist das Albargin gegeniiber der 
Silbernitratlésung gewisse Vorteile auf, die besonders darin bestehen, 
da beim Zusammenbringen einer Albarginlésung mit dem Gewebe 
das ausfallende Silberchlorid kolloidal in Lésung bleibt. Durch Zusatz 
von Natriumchlorid zu SilbereiweiBflockungen lést sich die Flockung 
sofort auf, es bildet sich eine fein opaleszierende Fliissigkeit. Die Eiweib- 
lésung dient hier fiir das Silberchlorid als Schutzkolloid. 

Die starke Zunahme der Silberbindung mit ansteigender Alkaleszenz 
der Lésung |aBt sich sehr gut an den Albarginlésungen zeigen. Durch 
Pufferung der Albarginlésung verschwindet bei py — 9,5 bis 10,0 die 
Silberchromatreaktion vollkommen, d.h. bei py = 10,0 ist die Gesamt- 
menge des im Albargin enthaltenen Silbers komplex gebunden. Da 
Albargin 15° Silber enthalt, wiirde die Silberbindung, bezogen auf 
den Proteinanteil, 17,7 °% 
gleichen GréBenordnung wie bei den von uns untersuchten Eiweib- 
stoffen. 


betragen. Sie ware also annahernd von der 


Am Beispiel des Protargols laBt sich ohne weiteres zeigen, dab 
hier die Silberbindung noch nicht vollkommen erschépft ist. Protargol 
(83° Ag) bindet in ungepufferter Lésung noch weitere 2,9°, Ag. Die 
Silberbindung, bezogen auf den silberfreien Anteil des Protargols, 
(8,3 + 2,9) - 100 % 

91,7 
Pepton und Silbernitrat gewonnen wird, zeigt also das gleiche Silber- 


wiirde also 12,2°,, betragen. Protargol, das aus 


bindungsvermégen wie wir es beim Zusammenbringen von Pepton 
mit Silbernitrat in ungepufferter Lésung beobachteten. Bei px 10,0 
betragt die Silberbindung des Protargols 17,1 °,. Das wiirde als Gesamt- 
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silberbindung, bezogen auf den silberfreien Anteil, 27,7°% ergeben 
in guter Ubereinstimmung mit der Silberbindung des Peptons bei 
pu — 10,0 von 26,4°%. 


c) Silberbindungsvermégen der Aminosduren. 


Wie eingangs erwaihnt, wird nach Untersuchungen von Pauli und 
Goigner (1. c.) Silber auch durch Aminosiauren, z. B. Glykokoll und Alanin 
inaktiviert. Es wurde im folgenden mit unserer Methode das Silber- 
bindungsvermégen einer Reihe von Aminoséuren, ferner des biogenen 
Amins Tyramin, von Athylendiamin und Ammoniumnitrat und auBerdem 
von Anilin, Formamid, o- und m-Aminobenzoesiéure, Sulfanilsaure, 
Methylamin, Diaithylamin und Harnstoff bei wechselnden Siuregraden 
untersucht. 

Eine Silbernitrat-Athylendiaminverbindung ist unter dem Namen 
Argentamin im Handel. Sie besteht aus Silbernitrat und einem groBen 
UberschuB von Athylendiamin und reagiert stark alkalisch. Nach den 
Untersuchungen von v. Neergaard enthalt eine Argentaminlésung mit 
einem Silbergehalt von 5 Millimol Silber im Liter (0,054°,,) das Silber in 
komplexer Bindung. Die Menge der Silberionen in Prozenten des total 
vorhandenen Silbers betragt 2,6- 10-4. 

Ammoniak gibt bekanntlich mit Silbernitratlésungen eine kom- 
plexe Verbindung von der Formel {[Ag (NH3)o]} NO3. Die Unter- 
suchungen wurden in der gleichen Weise angestellt wie bei den Pro- 
teinen beschrieben, indem zu einer Lésung von bestimmtem Gehalt an 
Aminosauren steigende Mengen von Silbernitrat und sodann Kalium- 
chromat zugesetzt wurden. Die Silberbindung ist in Aquivalenten 
Silber auf 1 Mol Aminoséure bezogen angegeben. 


Tabelle IX. 
Ag-Bindung durch 1 Mol. Aquivalente Ag. 





Pu PH PH PH Pu Pu | PH PH Pu 


= 5,0; = 60; = 7,0| = 7,5| = 8,0; = 85| = 9,0) = 9,5/ = 10,0 
ee Ria a 0,00 | 0,02 0,03 | 0.05 0,06 0,113 0,184 0,236 0,300 
Asparagin........ 0,00 0,03 | 0,08 | 0,120 0,152 0,280 0,350 0,392 0,510 
Glykokoll ........ 0,00 0,00 0,00 | 0,016 0,033 0,074 0,155 0,199 0.227 
Glutaminsaéure ... | 0,07 | 0,15 0,27 0,29 0,29 |0,29 0,62 | 0,62 | 0,62 
Histidin ......... 0,10 | 0,82 |0,41 | 0,46 |0,53 (0,69 {1,12 | 1,68 | 2,02 
Berestin si. is esas. 0,03 | 0,08 |0,12 |0,12 0,13 |0,15 016 (0,16 = 0,21 
ARAM DS 0,09 | 0,09 | 0,09 |0,11 |0156 {0,57 | 0,72 | 0,91 1,03 
ps. a ee 0,16 | 0,17 | 0,20 | 0,22 (0,22 |0,53 (0,53 |0,58 | 0,72 
Tyrosin.......... 0,00 0,10 0,59 0,64 0,72 0,93 1,03 1,10 1,89 
Ammoniumnitrat . | 0,00 0,02 0,029 0,055 0,105 0,167 0,254 0,808 0,340 
Athylendiamin ... 0,00 0,48 0,63 (0,63 0,72 0,87 0,91 1,03 | 1,02 


Wie die Ergebnisse der Tabelle IX erkennen lassen, nimmt die 
Menge des komplex gebundenen Silbers mit zunehmender Alkalisierung 
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zu. Hierbei bestehen fiir die verschiedenen untersuchten Substanzen 
erhebliche Unterschiede. 

Anilin, Formamid, m-Aminobenzoesaure, Sulfanilsiure, Methyl- 
amin, Diathylamin und Harnstoff binden Silbernitrat in dem von uns 
untersuchten py-Bereich von 3,0 bis 10,0 nicht. o-Aminobenzoesiure 
(Anthranilsaure), die neuerdings in der analytischen Chemie Verwendung 
zur gravimetrischen Bestimmung zweiwertiger Schwermetallkationen 
findet, gibt mit Silbernitrat im py-Bereich von 5,0 bis 10,0 eine quanti- 
tative Fallung von Silber-Anthranilat. Das Silber liegt dann als sehr 
schwer lésliche komplexe Verbindung vor. 

Wir fanden fiir die Silberbindung der Anthranilsiure bei py 5.0 
1.01 Aquivalente Silber, fiir pu 10,0 0,99 Aquivalente Silber. 

Eine Silberbindung der Aminosauren ist bei py 5,0 fiir Alanin, 
Asparagin, Glykokoll, Kreatin und Tyrosin noch nicht nachweisbar, 
wohl aber fiir die iibrigen untersuchten Aminosduren. Eine starkere 
Silber-Inaktivierung beyginnt erst bei py etwa $8.5. Lediglich fiir 
Leucin und Histidin ist die Silberbindung bei pa = 10,0 beendet, 
indem auf 1 Mol Leucin 1 Aquivalent Silber entfallt, auf 1 Mol Histidin 
dagegen 2 Aquivalente. An der Inaktivierung des Silberions durch 
Histidin sind also sowohl der [midazolkern, wie auch die seitenstandige 
Alaningruppe beteiligt. 

Eine erhebliche Silberinaktivierung zeigt auch das Tyrosin. Es 
entfallen hier auf 1 Mol Tyrosin bei py 10,0 1,89 Aquivalente Silber. 
Auch in diesem Falle mu8 also das Silber sowohl durch die Seitenkette, 
wie durch den Benzolkern mit seiner OH-Gruppe komplex gebunden 
werden. 

Am geringsten ist die Silberbindung durch Alanin, Kreatin und 
Glykokoll. Selbst bei py == 10,0 liegen nur 20 bis 30°) dieser Amino- 
siureh als komplexe Silberverbindung vor oder, um 20°, komplexer 
Silberverbindung entstehen zu lassen, ist ein fiinffacher Uberschu’ 
der Aminosaduren notwendig. 

Ammoniumnitrat entspricht in seinem Verhalten weitgehend 
den Aminosduren. Die Silber-Komplexbildung ist bei px 8.0 nur 
zu 10% vollzogen, bei py = 10,0 zu rund 1/3. Eine noch stérker 
alkalische Reaktion macht sie dann vollstandig. 

Die quantitative Umsetzung des Athylendiamins ist erst bei 
pu — 9,5 vollendet. Das Athylendiamin wird also am Neutralpunkt 
nur dann Silber in komplexe Form iiberfiihren, wenn es im UberschuB 
vorhanden ist. In Argentaminlésungen wird daher wegen dieses groBen 
Uberschusses von Athylendiamin Silber nahezu ausschlieBlich als 
komplexe Verbindung vorliegen. Da aber Athylendiamin vom Gewebe 
schnell resorbiert wird, diirfte eine Argentaminlésung sich schlieBlich 
wie eine gewohnliche Silbernitratlésung verhalten. 
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D. Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Wie die experimentellen Untersuchungen ergaben, nimmt das 
Silberbindungsvermégen der Proteine und Aminosauren mit zunehmender 
Alkalisierung zu. Das Silber liegt in Form eines inneren Metallkomplex 
salzes vor. Uber die Natur dieser Komplexverbindungen haben vor 
allem H. Ley und P. Pfeiffer grundlegende Untersuchungen angestellt. 
Nach Ley geben Aminosduren, wie Glykokoll, mit den Hydroxyden 
von Kupfer, Kobalt, Zink, Nickel und Chrom gut charakterisierte be- 
standige Komplexverbindungen, die in Lésung den elektrischen Strom 
sehr schlecht leiten und eine normale Gefrierpunktserniedrigung zeigen. 
Die Umsetzung der Metallhydroxyde kann nach der allgemeinen Auf- 
fassung nur am Zwitterion der Aminoséiuren bzw. der als Polypeptid 
reagierenden Eiwei®stoffe stattfinden, indem durch die Umsetzung 
mit dem OH~ des Metallhydroxyds aus der ionischen Ammonium- 
die dipolische Aminoform entsteht, die in den Bereich des Metallions 
einbezogen wird: 

COO 
‘NH,-R-COO + AgOH —» R Ag + H,0. 
NH, 
Die innere Komplexsalzbildung erfolgt also durch den Zusammen- 
schluB der Carboxyl- und Aminogruppe durch das Silber, wobei das 
Silber mit der Hauptvalenz an die Carboxylgruppe und einer Neben- 
valenz an die Aminogruppe gebunden ist. 

Neben diesen Formen von Komplexverbindungen gibt es andere, 
bei denen das Metallsalz als Ganzes von den Aminosiuren bzw. Pro- 
teinen gebunden wird. Pfeiffer bezeichnet diese Verbindungen als 
organische Molekiilverbindungen, in denen die Aminosauren bzw. 
Proteine als Dipol auftreten: 

NO, (‘NH,- R-COO-) Ag* (,,Amphisalz“). 
Die Ionen des Metallsalzes sind durch chemische Nebenvalenzen an die 
Aminosauren bzw. Proteine gebunden. Ein Unterschied zwischen 
diesen beiden Formen der komplexen organischen Verbindungen besteht 
insofern, als die Silberbindung bei dem ersten Typus der Verbindungen 
fester ist als beim zweiten. 

Die Fahigkeit der Aminosdéuren und Proteine, Silberionen zu ent- 
ionisieren, d.h. in komplexe Verbindungen umzuwandeln, steigt mit 
zunehmender Alkalisierung stark an. Dieses Verhalten méchten wir 
in der Weise deuten, da8 im Bereich des isoelektrischen Punktes der 
EiweiBstoffe bis zu schwach alkalischer Reaktion das Silbernitrat- 
molekiil als ganzes aufgenommen wird, daB aber im alkalischen Bereich 
das Metallhydroxyd statt des Ions die Erscheinungsform des Metalls 
ist. Das Silber wird also mit zunehmender Alkalisierung in gréBerem 
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Umfange gebunden. Die Metallbindung strebt einem Endwert zu, 
der bei den einzelnen Aminoséiuren bei verschiedenen Alkaleszenz- 
graden erreicht wird. Beim Athylendiamin ist dies bereits bei py — 9,5 
der Fall, beim Leucin und Histidin bei py 10,0, beim Tyrosin bei 
pu = etwa 10.5. Bei allen iibrigen untersuchten Aminoséuren ist die 
Silberbindung noch nicht beendet. Histidin, Leuecin und Tyrosin sind 
mithin Aminosduren, die eine besonders hohe Affinitat zum Silber 
besitzen. An der Silberbindung ist beim Histidin neben dem Imidazolrest 
auch die seitenstandige Alaningruppe beteiligt, beim Tyrosin neben der 
seitenstandigen Alaningruppe auch die phenolische OH-Gruppe. 

Das unterschiedliche Verhalten der einzelnen Aminosaéuren macht 
uns das gleichfalls voneinander abweichende Verhalten der verschiedenen 
Proteine verstindlich. Die Silberbindungskurven haben auch hier 
wie bei den Aminosaduren einen charakteristischen Verlauf. Dieser 
beruht auf der quantitativen Zusammensetzung der beim Aufbau des 
EiweiBes beteiligten Aminosduren. Pauli und Valko haben nach den 
Zusammenstellungen von QO. Kestner und E. Waldschmidt-Leitz eine 
Tabelle der Hydrolysenprodukte der EiweiBkérper aufgestellt. Das 
Serumalbumin enthalt von den stark silberbindungsfahigen Amino- 
sduren sehr viel Leucin, Cystin und Histidin, Gelatine an diesen Stoffen 
dagegen nur wenig, wahrend das Serumglobulin und Casein in der Mitte 
stehen. Es sei hier vorweggenommen, da&, wie in einer folgenden Arbeit 
gezeigt werden wird, das Cystin von allen Aminosauren die grébte 
Affinitat zum Silber besitzt. Aus diesen Unterschieden im Aufbau 
der EiweiBstoffe lassen sich ohne weiteres die Unterschiede im Silber- 
bindungsvermégen der Proteine bei den einzelnen Sauregraden erklaren. 
Das Hiamoglobin, das sehr viel basische Gruppen enthalt, steht mit 
seinem Silberbindungsvermégen an der Spitze aller untersuchten 
EiweiBstoffe, wahrend die Gelatine, deren wichtigster Baustein die 
nur wenig wirksame Aminosdure Glykokoll ist, das geringste Silber- 
bindungsvermégen aufweist. 

Werden Silberverbindungen dem Organismus zugefiihrt, werden 
die Verhaltnisse durch die Anwesenheit von sonstigen Neutralsalzen, 
besonders Chloriden, verwickelter. Es liegt nunmehr ein System vor, 
das aus Neutralsalz, EiweiB und Silbersalz besteht. Mit der Konkurrenz 
dieser Affinititen haben sich eingehend die Untersuchungen von 
v. Neergaard beschaftigt. SilbereiweiBfallungen werden durch Natrium- 
chlorid unter Bildung einer opaleszierenden Fliissigkeit wieder auf- 
gelést, indem das entstandene Chlorsilber durch die EiweiBlésung als 
Schutzkolloid in Lésung gehalten wird. Die Affinitat des Silbers zum 
Chlor ist also gréBer als zu den Aminosiuren. Ob das gesamte Silber 
aus seiner Bindung an das Eiwei8 durch das Chlorid gelést wird, laBt 
sich mit unserer Versuchsanordnung nicht zeigen. Wir méchten aber 
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annehmen, da das durch die schwefelhaltigen Gruppen des Eiweil} 
molekiils entionisierte Silber aus seiner Bindung nicht gelést wird. Fs 
sei hier erwahnt, daB die Silberbindung an das schwefelhaltige Thionei:, 
gegen Natriumcbloridsalzsiéure bestandig ist. Im Organismus, z. b. 
im Blut, wo stets ein groBer UberschuB an EiweifS vorhanden ist, diirft: 
das Silber wohl ausschlieBlich an Eiwei8 gebunden vorliegen, wobei 
zunachst entstehendes Silberchlorid an das EiweiB weitergereicht wird 
Freie Silberionen werden nicht bzw. nur nach MaBgabe der Komplex 
konstanten der entstandenen Silberkomplexverbindungen vorhanden 
sein. Eine intermediare Bildung von Silberionen wird aber dann an- 
zunehmen sein, wenn eine Verbindung mit gréBerer Silberkomplex. 
affinitat Silber aus einer Verbindung mit geringerer Silberkomplex- 
affinitat tibernimmt. 

Das Chlorsilber selbst gibt mit Alkalichloriden komplexe Ver- 
bindungen, besonders AgCl,Na und AgCl,Na,. Bereits physiologische 
Chloridkonzentrationen verringern die Menge der bei der Dissoziation 
von Chlorsilber auftretenden Silberionen, wie v. Neergaard zeigte, 
auf einen sehr kleinen Betrag. In diesen Komplexen ist das Silber 
sehr viel lockerer gebunden als in den SilbereiweiBkomplexen, so dal 
in Gegenwart von EiweifB das Silber an das EiweiB, und zwar zuniachst 
an die schwefelhaltigen Gruppen weitergegeben wird. Fiir die biologische 
Silberwirkung ist nach den Untersuchungen von v. Neergaard an Coli- 
bacterien nicht die Konzentration der Silberionen, wie O. Gros annahm, 
bestimmend, sondern die Menge des komplexgebundenen Silbers. Zu 
diesen Fragen nahm W, Hewbner in seinen Beitragen zu ,,Heffters Hand- 
buch der experim. Pharmakologie’ und auf dem Internistenkongre! 
1933 eingehend Stellung. Gleichzeitig ist in diesen Arbeiten die Be- 
deutung der Schwermetalle fiir physiologische und pathologische Vor 


ginge eingehend erértert worden. 


E. Zusammenfassung. 
Es wurde der EinfluB des Sauregrades auf die Ausflockung ver- 
schiedener Proteine durch Silbersalze und das Silberbindungsvermégen 
von Proteinen und Aminosaéuren untersucht. 


In ungepufferter Lésung werden am leichtesten Serumglobulin, 
Hamoglobin und Ovalbumin durch Silbernitrat niedergeschlagen. 
In weitem Abstand folgt das Serumalbumin, das zur Ausflockung die 
600fache Silbernitratkonzentration erfordert wie Serumglobulin. Ge- 
latine wird selbst durch hohe Silbernitratkonzentrationen nicht nieder- 
geschlagen. 

Die untere Flockungsgrenze ist fiir die einzelnen Proteine vom 
Sauregrad verschieden abhangig. Beim Serumalbumin, Pseudoglobulin 
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und Hamoglobin liegt das Flockungsoptimum bei py — 7,5, beim 
Ovalbumin, Casein und Euglobulin dagegen bei py -- 5,0. Bei der 
Gelatine nimmt das Flockungsvermégen mit ansteigendem py zu. 

Das Silberbindungsvermégen der Proteine und der Aminosauren 
steigt mit zunehmender Alkalisierung. Bei py 10,0 wird zwei- bis 
dreimal soviel Silber gebunden wie bei py 7,0. Die Silberkomplex- 
bildung ist dabei sehr verschieden fiir die einzelnen Aminosiuren und 
Proteine. Gelatine und Pseudoglobulin binden nur rund die Halfte 
wie Serumalbumin und Ovalbumin. Von Aminosauren inaktivieren 
besonders Histidin, Leucin und Tyrosin das Silber, waihrend die Silber- 
bindung von Alanin, Kreatin und Glykokoll nur gering ist. 

Als Reagens fiir die Bestimmung des an EiweiB und Aminosauren 
komplex gebundenen Silbers diente Kaliumchromat. Ist die Silber- 
bindung an EiweifB beendet, so fallt rotbraunes Silberchromat aus, ein 
Umschlag, der sehr leicht abzulesen ist. Die SilbereiweiBbindung wird 
durch das Chromat nicht beeinfluBt. Die Silberchromatabscheidung 
erfolgt unabhangig von der EiweiBflockung. 

Diese Methode erméglicht die Entscheidung, ob die im Handel 
befindlichen Silberpraparate das Silber ausschlieBlich in komplexer 
Form oder auch daneben noch in Ionenform enthalten. Beim Protargol 
und Argonin z. B. ist die Silberabsattigung noch nicht beendet, wohl 
aber beim Albargin. 
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‘ber die Komplexaffinitit von Schwermetallen 
und Eiweifstoffen. 
Ill. Mitteilung:* 


Uber die Beeinflussung der Silberwirkung auf diastatische Fermente 
dureh organische N-haltige Verbindungen und andere Silber- 
komplexbildner *. 

Von 
Walter Haarmann und E. Friithauf-Heilmann. 

(Aus dem Pharmakologischen Institut der Westfilischen Wilhelms- 
Universitat Miinster.) 


(Eingegangen am 14, Juni 1941.) 


In einer vor kurzem abgeschlossenen Arbeit von Haarmann und 
Friihauf-Heilmann wurde das Vermégen des Silbers, mit EiweiBstoffen 
und Aminosiuren Komplexe zu bilden, naiher untersucht. Hierbei 
ergab sich, daf die Silberkomplexbindung weitgehend vom Sauregrad 
abhangig ist, indem die Menge des komplex gebundenen Silbers mit 
zunehmender Alkalisierung anstieg. Als Ma8 fiir das komplex gebundene 
Silber diente die Silbermenge, die mit Kaliumchromat unter Bildung 
von Silberchromat nicht in Reaktion tritt. 


Eine weitere Moéglichkeit, die Schwermetallkomplexbildung zu 
priifen, besteht nach Haarmann darin, dai man die Fermentinakti- 
vierung durch Schwermetalle mit Hilfe von Komplexbildnern verhiitet. 
Als geeignete Fermentsysteme erwiesen sich die diastatischen Fermente, 
und zwar die Pankreasdiastase und die Malzdiastase. Die Pankreas- 
djastase entspricht in ihrem Verhalten als EiweiBstoff den bekannten 
tierischen Proteinen, wie z. B. den SerumeiweiBstoffen Casein, Ge- 
latine usw. Zusatz von EiweiBstoffen lenkt das Metall aus seiner Bindung 
an das Ferment ab, wodurch die Inaktivierung des Ferments aufgehoben 
wird. Als MaB fiir die Leistung der diastatischen Fermente diente die 
Zuckerbildung aus Starke. 

Fiir die Untersuchung des Schwermetallkomplexbindungsvermégens 
mittels der Fermentmethode sind nur solche Metalle geeignet, die das 
Ferment bereits in starksten Verdiinnungen vergiften. Das trifft be- 
sonders fiir Quecksilber-, Silber- und Kupfersalze zu. Die Vergiftungs- 
erscheinungen durch Silbersalze sind vor allem an der Malzdiastase 
gepriift worden. 


* D6. 
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Mc Guigan ermittelte diejenige Silbernitratmenge, die die Zucker- 
bildung aus Starke bei 40° vollkommen verhindert. Die erforderliche Kon- 
zentration war kleiner als 1-10°-°n. Nach Baumgarten und Luger wird 
eine Malzdiastaselésung bereits durch 1- 10-7n AgNO, vollstandig ver- 
giftet. U.Olsson stellte fest, daB die Wirksamkeit der Malzdiastase bei 
pu = 5,25 durch 2,1-10-7'n AgNO, auf die Halfte absinkt und bei 3,7 
-10-7n AgNO, vollig erloschen ist. Lésungen von Chlorsilber und Silber- 
eyanid rufen die gleichen Erscheinungen hervor wie die entsprechenden 
Silbernitratl6sungen. Die Giftwirkung nimmt bei Verminderung der Fer- 
mentmenge zu. Die Inaktivierung der Pankreasdiastase durch Silbersalze 
wurde von Béttche untersucht. Eine Pankreatinlésung 1: 10000 wird 
bereits durch 1- 10-4n AgNO, zum Teil inaktiviert. Die Vergiftung wird 
starker bei zunehmender Alkalisierung. So tritt bei py = 8,0 durch 1- 10-?n 
AgNO, vollkommene Inaktivierung auf, bei py = 5,65 dagegen erst bei 
1-10-°n AgNO,. 


Methodik. 


Die Fermentversuche, in denen die Inaktivierung der Pankreas- 
und Malzdiastase durch Silbernitrat gepriift wurde, sind in der gleichen 
Weise angestellt wie bei Alertz beschrieben. Die gebildete Maltose 
wurde jodometrisch nach Wéillstdtter und Schudel bestimmt. 

Die Versuchsansatze hatten folgende Zusammensetzung: 

5,0 ¢em 5° ige Stairkelésung (I6sl. Merck), 
5,0 ,, Pufferlésung, 

5,0 ,, H,O bzw. AgNO,, 

5,0 ,,  H,O bzw. Zusatz, 

5,0 ,,  Fermentlésung. 


Die in den Tabellen angegebenen Maltosewerte beziehen sich auf den 
gesamten Ansatz. Es wurde mit Fermentkonzentrationen von 1: 10000 
bzw. 1: 5000 gearbeitet. Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur 
durechgefiihrt, die Versuchsdauer ist in den Tabellen vermerkt. 

Als Fermentmaterial dienten: 

1, Pankreatinum absol. (Merck), 
2. Diastase ahsol. (Merck). 


Die Fermentlésungen wurden fiir jede Untersuchung frisch hergestellt 
und nach Filtration von ungelésten Partikelchen verwendet. Durch Zusatz 
von 10,0 cem n/10 Jodlésung und 5,0 cem einer 5°;,igen Natronlauge wurden 
die Versuche unterbrochen. Nach 20 Minuten wurde das unverbrauchte 
Jod nach Ansaéuern der Lésung mit 3,0 cem Salzséure, 1: 1 mit Wasser 
verdiinnt, durch Titration gegen n/25 Na,8,O, bestimmt. 1 cem n/25 Jod 
= 6,85 mg Maltose. Der Eigenverbrauch der Starke und der Ferment- 
lésung an Jod wird gleichzeitig durch eine Kontrollbestimmung ermittelt. 
Nach Abzug dieses Leerwertes wird die gebildete Maltosemenge aus der 
Anzahl der verbrauchten cem n/25 Jodlésung durch Multiplikation mit 6,85 
errechnet. 


In ihrem Einflu8 auf die Inaktivierung der diastatischen Fermente 
durch Silber wurden an sonstigen Verbindungen gepriift : Natriumthio- 
sulfat, Ammoniumrhodanid, Thioharnstoff, Kaliumeyanid, Alkalihalo- 
genide, ferner eine Anzahl der wichtigsten Aminosauren und Proteine. 
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Die Konzentration des Silbernitrats war in Form einer geometrischen 
8 


Reihe mit dem Faktor )10 = 2,154 angeordnet. Die Reihe lautet: 1,00, 
2,15, 4,64, 10,0. 

Die Konzentration der Silbernitratlésungen ist in den Tabellen an 
gegeben. 

Als Pufferlésungen wurden fiir den Bereich von py = 3,0 bis pa = 6,0 
Acetatpufferlésungen mit einem Gehalt von n/10 Essigsiure bzw. Acetat, 
fiir px = 8,0 wurde eine m/8 Borat-Putferlésung, fiir px = 7,0 eine Mischung 
aus gleichen Teilen Acetat und Borat benutzt. 


Versuchsergebnisse. 
Die Ergebnisse der Zuckerbildung aus Starke bei verschiedenen 
Sauregraden sind in den Tabellen I und IL zusammengestellt. 


Tabelle I. Pankreatin. 
mg Maltose. 





Ag NO; :n | Pu = 5,0 Pu 6,0 Pa = 7,0 Pu = 8,0 
0,0 52,5 58,5 44,5 30,8 
1-10-7 52,5 59,0 43,8 31,5 
2,15- 10-7 62,2 59,0 43,8 30,8 
4,64-10-7 51,4 57,7 45,6 30,8 
1-10-86 51,4 57,0 43,8 30,8 
2,15: 10-6 46,0 54,8 39,1 29,2 
4,64- 10-6 44,6 50,1 34,3 26,8 
1-10-5 41,8 41,2 28,8 1 | 
2,15- 10-5 39,8 32,9 21,9 10,3 
4,64- 10-5 35,6 26,7 19,2 7,6 
1-10-4 19,8 6,8 3,0 0 
2,15: 10-4 13,0 0 0,8 0 
4,64-10-4 0 0 0 Q 
t- 10-5 0) 0 0 0 
Versuchsdauer 120 Min. 90 Min. 100 Min. 180 Min. 


Tabelle II, Diastase. 
mg Maltose. 





AgNO; :n Pu = 3,0 PH=4,0 PH =50!) PH= 60 pH= 7,0 PH = 8,0 
0,0 51,6 92,5 73,4 68,5 70,0 48,0 
£305 51,6 93,2 73,4 68,0 70,0 48,0 
2,15 - 10-8 52,3 92,5 72,8 69,1 69,4 48,7 
4,64 -10-5 51,6 92,5 73,4 68,0 68,5 48,0 
1-10-7 49,4 92,5 72,8 68,0 70,0 48,4 
2,15: 10-7 48,6 90,6 72,8 68,5 69,4 48,7 
4,64- 10-7 46,8 71,6 68,5 68,0 70,0 45,4 
1-10-8 3,6 34,2 61,6 65,0 63,0 21,9 
2,15- 10-° 3,6 9,7 16,4 8,2 2,7 0,7 
4,64 -10-8 3,6 6,2 15,1 7,5 2,7 0 
14.1975 0 1,4 8,2 6,8 2,2 0 
2,15 - 10-5 0 0 5,5 0 0 0 
4,64 - 10-5 0 0 1,4 0 0 0 
1-10-4 0 0 0 0 0 0 


Versuchsdauer | 150 Min. 100 Min. 60 Min. 80 Min. 110 Min. 140 Min. 
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Die Hemmungswirkung des Silbers auf die Pankreasdiastase 
beginnt bereits bei der Verdiinnung 2,15 - 10-6 n AgNOg, und nimmt 
mit der Konzentration je nach dem Sauregrad mehr oder weniger schnell 
zu. Die Empfindlichkeit des Ferments gegen Silbersalze steigt mit zu- 
nehmender Alkalisierung, ein Verhalten, wie es auch bei Quecksilber- 
salzen und Kupfersalzen beobachtet wird. 

Malzdiastase ist gegen Silber erheblich empfindlicher als Pankreas- 
diastase. Auch hier ist die Giftwirkung in starkem MaBe vom Siaure- 
grad abhangig, jedoch in anderer Weise wie bei der Pankreasdiastase. 
Die gréBte Empfindlichkeit tritt bei py — 3,0 auf, die geringste bei 
pu = 5,0, dem Aciditatsoptimum der Malzdiastase. 

Bei der Einwirkung von Giften auf fermentative Vorgiange sind 
vor allem der Beginn der Hemmung, der halbe Umsatz und die voll- 
standige Hemmung aufschluBreich. 

Bekanntlich ist die Neigung des Silbers, mit organischen und anorgani- 
schen Stoffen Komplexe zu bilden, sehr groB. So fiihrt Zusatz von Thio- 
sulfat, Cyanid, Thioharnstoff, Proteinen, Pepton und Aminosiuren zu 
Silbersalzl6sungen zur Entionisierung des Silbers. Als MaB zur Beurteilung 
der Festigkeit der komplexen Bindung dient die ,,komplexkonstante“, die 
das Reziproke der ,,Dissoziationskonstanten“ ist. Nach Bodlénder und 
Eberlein betragt die Komplexkonstante fiir den Komplex |[Ag(CNS),]}“”’ 
1041, fiir {[Ag(CN),]|”" 10°, nach Andresen fiir den Komplex {{Ag(S,0,),]}/” 
2-10, In Thiosulfatlésungen ist der Silberionengehalt der verdiinnteren 
Lésungen rund 10°fach geringer als in reiner Silbernitratlésung, in Cyanid 
1014fach geringer. 

In den in Tabelle ITT und IV wiedergegebenen Versuchen wurde der 
Einflu8 von Natriumchlorid, Kaliumjodid, Kaliumeyanid, Natrium- 
rhodanid, Natriumthiosulfat und Thioharnstoff auf die Silber- 
inaktivierung der beiden Diastasen bei py = 7,0 untersucht. Die Kon- 
zentration der zugesetzten Verbindungen betrug 1-10-4m. Dabei 
entsprechen 1 Aquivalent Cyanid und Rhodanid 1 Aquivalent Silber, 
1 Aquivalent Thiosulfat 2 Aquivalente Silber und 1 Mol Thioharnstoff 
2 Aquivalente Silber. Besonders hervorgehoben sei, da in Gegenwart 
von Natriumthiosulfat und Thioharnstoff die Maltosebildung durch die 
Silbernitratkonzentrationen, an die sich die starke Hemmung an- 
schlieBt, deutlich gesteigert ist. Der Fermentschutz durch die unter- 
suchten Stoffe beruht auf der Bildung von léslichen Silber-Komplex- 
verbindungen bzw. von unldslichen Silberverbindungen. Die Pankreas- 
diastase wird durch alle gepriiften Stoffe vollkommen geschiitzt. Sie 
ist somit nicht imstande, durch Thiosulfat, Rhodanid, Cyanid oder 
Thioharnstoff komplex gebundenes Silber an sich zu reiBen. Die Kom- 
plexaffinitat der Pankreasdiastase zum Silber ist also geringer als die 
der untersuchten Verbindungen. 

Anders liegen die Verhiltnisse bei der Malzdiastase (Tabelle IV). 
Hier sind Rhodanid und Thioharnstoff fast ohne Einflu8 auf die Silber- 
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Tabelle III. Pankreatin. 
pu = 7,0. Konzentration der Zusitze: 1-10-4m. mg Maltose. 





Thioharn- NaCl 


AgNOg3:n NaCl KJ KCN NaSCN Nay 8,03 stoft 1%, 
0,0 70,0 50,6 | 59,0 58,2 50,8 53,5 61,5 
1-10-6 70,0 50,6 | 58,3 59,7 51,5 53,5 61,5 
2,15 - 10-8 71,2 50,6 | 58,3 58,2 50,8 52,0 62,6 
4,64 - 10-6 68,5 50,6 | 68,3 56,7 52,2 52,0 62,0 
1-10-5 63,2 50,0 | 59,0 56,7 50,1 52,4 62,3 
2,15 - 10-5 53,5 49,4 61,0 57,3 50,8 54,2 615 
4,64 ag 10 5 48,0 50,0 63,0 58,2 50,1 56,8 62,3 
1-10-4 41,0 49,4 47,4 59,5 49,4 61,6 63,0 
,15-10-4 3,8 1,3 8.4 11,6 64,4 59,0 63,6 
4,64 - 10-4 0 0 0,8 2,9 9,2 4,4 64,5 
1-10-3 0 0 0 0 0,3 0,6 67,0 


Versuchsdauer +120 Min. 120 Min. 120 Min, 120 Min.|120 Min. 120 Min. 60 Min. 


Tabelle IV. Diastase. 
pu = 7,0. Konzentration der Zusitze: 1-10-4m. mg Maltose. 





AgNOs:n NaCl KJ KCN | NaSCN Na, 8,0, Thicharn-| NaCl 


stoff {| 1% 
0,0 70,0 70,0 76,7 66,5 55,0 64,5 57,0 
1-10-7 70,3 70,0 76,0 67,2 55,0 64,5 57,0 
2,16- 10-7 70,0 70,6 75,3 65,8 53,8 63,6 56,3 
4,64- 10-7 70,0 70,0 77,4 64,3 54,0 59,8 54,5 
1-10-° 60,3 68,5 76,0 58,5 53,8 57,3 49,8 
2,15 - 10-6 7,0 69,2 76,0 4,8 55,0 6,2 3,4 
4,64 - 10-6 1,2 68,5 76,0 2,0 418 | 1,2 2,6 
1- 10-5 0 69,2 76,0 0 33,6 | 0O 0 
2,15 - 10-5 0 67,7 73,5 0 0,7 0 0 
4,64 - 10-5 0 65,6 5,6 - 0 0 0 
1-10-¢ 0 59,5 0 - 0 0 0 
2,15 - 10-4 0 0 0 _ _~ - 
4,64 - 10-4 0 0 0 — hae on as 
1-10-38 0 0 0 - _ 


Versuchsdauer | 110 Min..110 Min. 120 Min. 90 Min. 90 Min. | 90 Min. 90 Min. 


inaktivierung. 1-10-4 n Thiosulfat fiihrt zur Inaktivierung von 
2,15-10-§ n AgNO, und nicht, wie bei der Pankreasdiastase, von 
2,15 -10-4n AgNOsg. In Abwesenheit von Thiosulfat setzt die Hemmung 
der Malzdiastase bereits bei 2,15 - 10-7 n AgNOsg ein. 1 - 10-4 n Thio- 
sulfat hat also rund 2- 10-6 n AgNO, inaktiviert, das sind nur 1°, 
der theoretischen Menge. Die Affinitat der Malzdiastase zum Silber 
ist folglich gréBer als die des Thiosulfats zum Silber. 1 - 10-4 n Kalium- 
cyanid inaktiviert 2,15 - 10-5 n Ag NOs, nicht aber 4,64 - 10-5 n AgNO, 
Diese Feststellung besagt, daB die Silberkomplexverbindung, die aus 
1 Mol AgCN und 1 Mol KCN entsteht, Silber in einer Form enthalt, 
die zur Inaktivierung der Malzdiastase fiihrt. Die Malzdiastase kann 
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also Silber aus dem Komplex {[Ag (CN).}} K an sich reiBen, nicht aber 
aus dem Komplex {[Ag (CN3)3]} Ky. — Natriumchlorid ist deshalb 
ohne EjinfluB, weil es hier nicht, wie bei Kaliumjodid zur Bildung von 
unléslichem AgCl kommt. 


Den Einflu8 einer Reihe von Aminosauren und von Athylendiamin 
auf die Pankreasdiastase zeigen Tabellen V und VI. Die Konzentration 
der Aminosaduren betrug 1 - 10-3 m. 


Tabelle V. Pankreatin. 


1/5900) PH = 8,0. Konzentration der Zusiatze: 1-10-*m. mg Maltose. 








AgNO 3:n Alanin sc Cystin oo Kreatin Leucin Tyrosin 
0,0 43,2 43,2 27.4 43,8 43,8 42,5 44,8 
1- 10-6 43,2 43,9 27,4 43,8 42,5 41,8 44.8 
2,15- 10-® 41,2 40,5 28,1 41,2 39,7 39.0 39.5 
4,64 -10-8 39.8 39,2 27.4 37,6 38,3 38,4 38,0 
1-10-5 38,4 39,2 26,7 26,0 23,3 30.8 38,0 
2,15-10-5 19,9 18,5 27.4 19,8 21.0 21,9 27,7 
4,64 - 10-5 17,1 15,1 27,4 18,3 17,1 19,2 19,3 
1-10-4 6,8 5,6 27,1 8.1 4,8 $,6 12,4 
2,15- 10-4 0 0 27,4 0 0 0 0 
4,64 -10-4 0 0 27,4 0 0 0 0 
1-10-8 0 0 26,8 0 0 0 
2,15- 10-3 0 0 21,3 0 0 0 —_ 
4,64-10-3 0 0 15,1 0 0 0 
1-10-2 0 0 0 0 0 0 
Versuchsdauer 120 Minuten 
Tabelle VI. Pankreatin. 
1/000: PH 8,0. mg Maltose. 
NaCl NaCl Athvlen- Anthranil- 
AgNO;:n Kontrolle 1-10-3m 1% gc ll Se 
0,0 54,5 68,5 69,8 42.4 41,0 
1- 10-6 54,1 69,8 69,8 39,6 39,0 
2,15- 10-6 51,3 65,8 69,8 37,6 37,9 
4,64-10° 6 45,1 64,5 70,5 35,6 33,5 
1-10-5 28,0 61,6 69,8 28,7 32,2 
2,15 - 10-5 25.2 61,6 69,2 18.5 24,6 
4,64 -10-° 20,5 60,4 69,2 15,7 13.7 
1-10-4 6,1 59,6 69,8 7,5 5,5 
2,15 - 10-4 0 59,0 69,8 0 0 
4,64- 10-4 0 54,8 68,5 0 0 
1-10-3 0 30,2 69,8 0 0 
2,15-10-3 0 0 68,5 
4,64 - 10-8 0 0 68,5 — 
1-10-2 0 0 67,7 
Versuchsdauer 210 Min. 70 Min. 70 Min. 120 Min. 120 Min. 
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Alle hier untersuchten Verbindungen beeinflussen die Silber. 
vergiftung der Pankreasdiastase nicht in nennenswertem Umfang. 


Eine Ausnahme macht lediglich das Cystin. Hier tritt ein vollkommener 
Schutz des Ferments auf, indem 1 Mol Cystin 2 Aquivalente Silber 


bindet. Die Silberinaktivierung erfolgt hier iiber die Schwefelgruppen. 
Die am Silber mit den Aminosiuren erhobenen Befunde decken sich 
vollstandig mit den Ergebnissen, die Haarmann bei der Quecksilber- 
vergiftung der Pankreasdiastase erzielte. 

Athylendiamin beeintrachtigt in keiner Weise die Inaktivierung 
der Pankreasdiastase durch Silber. Die komplexe Silber-Athylen- 
diaminverbindung ist also bei starker Verdiinnung vollkommen in ihre 
Bestandteile zerfallen. 

Beim Natriumchlorid war zu erwarten, daB 1- 10-3 m NaCl zur 
Inaktivierung von 1 - 10-3 n Ag NO, fiihren wiirde. Es ergab sich aber, 
daB die Hemmung der Zuckerbildung bereits bei sehr viel starkeren 
Verdiinnungen von AgNO, einsetzte. 

Dieses Verhalten ist nur so zu deuten, da8B das in Lésung gegangene 
AgCl zu einer Verminderung der Zuckerbildung fiihrt. In Gegenwart 
von 1% NaCl verlauft die Zuckerbildung dagegen ganz ungestort, 
obgleich auch hier gleichfalls AgCl in Lésung gegangen ist. Hierbei 
wird jedoch das geléste AgCl durch die hohe NaCl-Konzentration in 
die komplexe Verbindung NaAgCl, iiberfiihrt, die ihr Silber nicht 
an die Pankreasdiastase abgeben kann und daher die Fermenttatigkeit 
nicht beeintrachtigt. 

Proteine und Pepton (Tabelle VII) lenken infolge Komplexbildung 
bei einer Konzentration von 0,1% das Silber vom Ferment ab. Den 
starksten Schutz gewahrt das Himoglobin. Bis zu einer Konzentration 
von 4,6-10-4 n Ag verliuft die Zuckerbildung ungestért, wahrend 
bei den iibrigen Proteinen, besonders Pseudoglobulin und _ lysalbin- 


Tabelle VII. Pankreatin. 
1/0000 PH = 8,0. Konzentration der Zusitze: 0,1°,,. mg Maltose. 





Lysalbin- 


en m > * x * 
AeXoy:n | GEE | ovamamin | Bemwe: | Ramer | “aes | Pepton 
0,0 61,0 60,2 58,9 64,3 58,2 67,8 
1-10-5 | 61,0 60,2 58,2 64,3 57,5 67,0 
2,15 - 10-5 57,5 60, 56,0 63,6 57,8 65,8 
4,64-10-5 56,2 00,9 55,5 63,6 58,2 65,8 
1-10-4 52,7 57,5 45,2 63,6 55,5 63,6 
2,15- 10-4 43:2 °| 38,7 27,4 63,6 30,8 59,5 
4,64-10-4 10,3 8,1 21 59,5 0,7 26,0 
1-10-3 0 0 0 i, Se 0 5,5 

Versuchsdauer 210 Minuten 
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saurem Natrium, die Fermenttatigkeit fast véllig erloschen ist. Die 
verschiedene Festigkeit, mit der Silber von den Proteinen gebunden 
wird, 1a8t sich gut am Verlauf der Inaktivierungskurven ablesen. Der 
Abfall der Zuckerbildung durch steigende Silberkonzentrationen ist 
besonders stark beim Pseudoglobulin, woraus hervorgeht, da8B die Menge 
des gebundenen Silbers und die Festigkeit, mit der das Silber am Glo- 
bulin haftet, geringer ist als bei den Albuminen und-beim Hamoglobin. 
Serumalbumin und Ovalbumin entsprechen sich weitgehend in ihren 
Eigenschaften. 

EiweiB hat auf die Inaktivierung der Malzdiastase durch Silber 
keinen Einflu8. 

In der letzten Versuchsreihe (Tabelle VIII) wurde die Wirkung 
von Silbernitrat mit einer Argoninlésung (Argentum caseinicum, 4,2 % Ag) 
gepriift. In starken Verdiinnungen verhalten sich beide Verbindungen 
gleich, d.h. das Silber wirkt hier im Argonin wie ionisiertes Silber. 
In héheren Konzentrationen dagegen ist die Hemmung der Pankreas- 
diastase durch Argonin geringer als durch Silbernitrat, weil unter 
diesen Verhaltnissen das Silber im Argonin komplex gebunden vorliegt. 


Tabelle VIII. Pankreatin. 
mg Maltose. 








nAg Pu = 6,0 Pu = 8,0 
AgNO, Argonin AgNO, Argonin 
0,0 36,2 36,2 42,4 47,8 
1-10-8 35,6 35,6 39.6 43.5 
2,15 - 10-6 31,5 31,5 37,6 41.0 
4,64-10 27,4 31,0 35,6 39,6 
1-10-5 25,3 30,1 28,7 33,5 
2,15- 10-5 20,5 26,7 18,5 21,9 
4,64-10-5 17,8 22,6 16,7 17,1 
1-10-4 4,1 16,4 7,6 12,4 
2,15- 10-4 0 3,4 0 5,5 
4,64-10-4 0 0 0 0 
1-10-38 0 0 0 0 
Versuchsdauer 60 Minuten 180 Minuten 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Die Feststellung, daB die Affinitat der Malzdiastase zum Silber 
sehr viel gréBer ist als die der Pankreasdiastase, spricht dafiir, daB die 
in diesen beiden Fermenten wirksamen enzymatischen Gruppen ver- 
schieden sind. Uber den Aufbau dieser Gruppen liegen eingehende 
Untersuchungen von Euler und Swanberg, sowie von Myrbdck an 
Saccharase vor, deren Ergebnisse auch fiir die Deutung der Befunde 
an den diastatischen Fermenten wertvoll sind. Nach Euler und Swanherg 
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enthalt das Saccharasemolekiil eine Aldehydgruppe, weil die Saccharas¢ 
durch Aldehydreagentien, z.B. Amine, vergiftet wird. Die Inakti- 
vierung der Saccharase durch Metalle zeigt nach Myrbdck eine Abhangig- 
keit von der Aciditat, die fiir eine Salzbildung einer schwachen Saure 
mit einem Metall sprechen soll. Im Falle des Silbers soll sich die 
Saccharasesubstratverbindung wie eine schwache Saure verhalten, die ein 
schwachdissoziiertes Silbersalz bildet. Das Silber wird von der Gruppe 
gebunden, die das fiir die enzymatische Wirkung not wendige Wasserstoff- 
atom abspalten kann. Da die Silberbindung nicht an der substrat- 
bindenden Gruppe erfolgt, ist der Vergiftungsgrad von der Substrat- 
konzentration unabhangig. Die Silberbindung soll an einer sauren 
Gruppe des Enzyms erfolgen, wenn auch die Méglichkeit der Silber- 
bindung an eine basische Gruppe des Enzyms offengelassen wird. 
Denkbar ist auch, daB mehrere Silberatome an das Enzymmolekiil 
gebunden werden. Das Silber soll wenigstens an eine saure Gruppe, 
wie sie im Cystein vorliegt, gebunden werden, also wahrscheinlich an 
eine SH-Gruppe. Die SH-Gruppe im Cystein besitzt im Verhaltnis 
zur Carboxylgruppe sehr schwach saure Eigenschaften. Quecksilber 
soll das Saccharasemolekiil nach M yrbdck in irgendeiner anderen Weise 
als Silber angreifen, und zwar durch Bindung an basische Gruppen des 
Enzyms. Quecksilbersalze schiitzen Saccharase vor Vergiftungen mit 
salpetriger Saéure, nicht aber Silbersalze. Da die salpetrige Saure nur 
mit primaren Aminogruppen reagiert, soll die Wirkung des Quecksilbers 
sich auf diese erstrecken. Gifte, die wie Silber die saure Gruppe des 
Enzyms angreifen, kénnen daher keine Schutzwirkung zeigen. Die 
Feststellung, daB schwefelhaltige Verbindungen, wie Thioharnstoff und 
Cystein, die Silberinaktivierung der Pankreasdiastase aufheben, die 
der Malzdiastase dagegen nicht, spricht dafiir, daB die wirksame Gruppe 
der Pankreasdiastase nicht schwefelhaltig ist. Vielleicht handelt es 
sich um eine Aldehydgruppe. Hierfiir wiirde sprechen, daB die Wirk- 
samkeit der Silbersalze mit abnehmender Saéuerung zunimmt, da die 
Reaktionsfahigkeit der Aldehyde in alkalischer Lésung gréBer ist als 
in saurer. Bekanntlich erfolgt die Reduktion von Silbersalzen durch 
Aldehyde besonders leicht in alkalischem Medium. 


Die Malzdiastase, deren Vergiftung durch Silbersalze durch schwefel- 
haltige Verbindungen nicht aufgehoben wird, diirfte als wirksame 
Gruppe einen schwefelhaltigen Komplex besitzen. Die starken Unter- 
schiede in der Giftempfindlichkeit der beiden Diastasen diirften wahr- 
scheinlich auf dieser verschiedenen Affinitat der enzymatischen Gruppen 
zum Silber beruhen. 


Zusammenfassung. 


Die Inaktivierung der Pankreasdiastase durch Silbernitrat wird 
durch Thiosulfat, Rhodanid, Cyanid, Thioharnstoff, EiweiBstoffe und 
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Pepton infolge Entionisierung des Silbers aufgehoben. Aminosauren 
sind mit Ausnahme von Cystin ohne Einwirkung. Die Malzdiastase 
ist gegen Silbersalze erheblich empfindlicher als die Pankreasdiastase. 
Thioharnstoff, Rhodanid, Aminoséuren, Proteine und Pepton beein- 
flussen die Silberinaktivierung der Diastase nicht, weil die Affinitat 
der Diastase zum Silber gréBer ist als zu den untersuchten Stoffen. 
Cyanide verhindern die Silbervergiftung der Diastase nur bei einem 
Uberschu8 von Cyanid unter Bildung des Komplexes {{Ag(CN)s]}””. 
Der Komplex |[Ag(CN).]}’ enthalt das Silber in einer Form, die von 
der Diastase infolge der gréBeren Komplexaffinitat mit Beschlag belegt 
wird. Thiosulfat fiihrt selbst bei groBem UberschuB nur zu einem 
unvollkommenen Schutz der Diastase gegen Silbersalze. Zur Priifung auf 
sehr fest komplex gebundenes Silber sind die Vergiftungserscheinungen 
an der Malzdiastase geeignet, zur Untersuchung von nur fest gebundenem 
Silber dagegen die Giftwirkungen an der Pankreasdiastase. 
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Uber die Ausscheidung von Kochsalz 
und anderen Harnbestandteilen beim Phlorrhizin- 
Diabetes. 
Von 
Kurt Kruyk. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 12, Juni 1941.) 


Nach den Untersuchungen von Nagano (1) und Cori (2), sowie 
der Verzarschen Schule (3) ist die Resorptionsgeschwindigkeit der ein- 
zelnen Monosaccharide im Diinndarm sehr verschieden. 

Merkwiirdigerweise wird Galaktose am schnellsten resorbiert, dann 
folgt Glucose. Nach der Resorptionsgeschwindigkeit ordnen sich die 
untersuchten Zuckerarten in folgender Reihe: Galaktose — Glucose 
Fructose —Mannose — Xylose—Arabinose. Setzt man den Wert fiir 
Glucose = 100, dann verhalten sich die einzelnen Zucker wie 110 : 100 
:43:19:15:9. Die Verzarsche Schule und Wertheimer (4) erklaren 
dieses Verhalten damit, daB die schnelle Resorption der Galaktose und 
Glucose dadurch zustande komme, daB diese als physiologische Zucker 
inder Darmschleimhaut phosphoryliert wiirden, also erst nach chemischer 
Umwandlung diffundieren, wihrend bei den anderen Monosacchariden, 
wie bei Mannose und den Pentosen, im wesentlichen nur eine langsamere 
physikalische Diffusion stattfinde. Zu dieser Vorstellung fiihrten 
Rattenversuche, bei denen untersucht wurde, wieviel von einer be- 
stimmten Menge Zucker nach einer bestimmten Zeit resorbiert war. 
Fir den normalen Resorptionsvorgang sind nach Verzar Lactoflavin 
und Nebennierenrindenhormon erforderlich. 

Der chemische Nachweis eines erhéhten Hexosephosphorsaure- 
gehalts in der Darmwand wahrend der Resorption gelang jedoch nicht 
| Wilbrandt und Laszt (3)]. Die Veresterung des Zuckers mit Phosphor- 
siure ist auf seine Empfindlichkeit gegeniiber verschiedenen Giften 
untersucht worden, z. B. Monojodessigsiure und Phlorrhizin. Beide 
Substanzen fiihrten zu einer erheblichen Einschrankung der Kohlen- 
hydratresorption. Hieraus wurde geschlossen, dafi Monojodessigsaure 
und Phlorrhizin die Phosphorylierung des Zuckers hemmen und 
damit die Resorptionsgeschwindigkeit auf den Stand der unphysiologi- 
schen Zucker herabdriicken. Dazu ist zu bemerken, daB Monojod- 
essigsiure beim Kohlenhydratabbau im Muskel nicht die Phosphory- 
lierung hemmt, sondern die Dismutation der Triosephosphorsauren 
(Glycerinaldehydphosphorsiure und Dioxyacetonphosphorsaure) zu 
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Phosphoglycerinsdure und Glycerinphosphorsaure { Meyerhof (5)}. Ferner 
zeigte sich in Versuchen von Klinghoffer (6), daB Monojodessigsaure 
erhebliche pathologisch-anatomische Verainderungen des Darms hervor- 
ruft. Derart geschadigte Zellen resorbieren nicht mehr in dem MaBe, 
wie es gesunde Zellen tun. Klinghoffer konnte nicht die Angaben von 
Verzar bestatigen, daB die Resorption von Xylose bei Vergiftung mit 
Monojodessigsaure unbeeinfluBt bliebe. Auch die Xyloseresorption 
wurde infolge der schweren Schidigung der Darmwand gehemmt. 
Allerdings verwandte Klinghoffer gréBere Monojodessigséuredosen als 
Verzar. 

Lundsgaard (7) hat den Phlorrhizindiabetes in derselben Weise 
erklart, wonach die Riickresorption der Glucose in den Nierentubuli 
erst nach ihrer intermediiren Phosphorylierung erfolgt. Nach der 
Ludwig-Cushnyschen Theorie der Harnbereitung wird in den Glomeruli 
der Nieren ein Primarharn gebildet, der sich vom Blutplasma nur durch 
das Fehlen der Eiweifstoffe unterscheidet. Dieser ,,vorliufige’’ Harn 
wird in den Nierentubuli in den ,,endgiiltigen‘’ Harn umgewandelt, 
indem die Nichtschwellensubstanzen, wie Glucose, anorganische Salze 
(vor allem Kochsalz) und Wasser ganz oder teilweise riickresorbiert 
werden. Diese Vorstellung stiitzt sich auf die Experimente von Wearn 
und Richards (8), die mit feinen Instrumenten beim Frosch die Glome- 
ruli punktierten. Der Glomerulusharn oder Primarharn wurde beziiglich 
seiner chemischen Zusammensetzung mit dem Endharn verglichen. 
Wahrend der Primarharn eine betraichtliche Menge Zucker und Koch- 
salz enthielt, war der endgiiltige Harn frei von diesen Substanzen. Im 
Gegensatz zu Glucose und Kochsalz wurde Kreatinin in beiden Harnen 
in der gleichen Konzentration wiedergefunden. Kreatinin ist demnach 
eine Schwellensubstanz, die iiberhaupt nicht riickresorbiert wird. 
Poulsson (9) verglich die Ausscheidung von Glucose und Kreatinin 
und fand, da8B sich beim Phlorrhizindiabetes Glucose wie Kreatinin 
verhalt, also im Endharn in dem MaBe nachweisbar ist, wie sie im 
Primarharn sezerniert wird. Demnach verhindert Phlorrhizin die Riick- 
resorption der Glucose im Tubulusabschnitt der Niere. Nach den 
Untersuchungen von Walker und Reisinger (10) wird die Ausscheidung 
des Zuckers in den Glomeruli durch Phlorrhizin in keiner Weise be- 
einfluBt. Dies ist ein weiterer Hinweis, daB Phlorrhizin nicht den 
Glomerulusapparat der Niere angreift. 

LIundsgaard deutete den Phlorrhizindiabetes in folgender Weise : 
Glucose wird in der Niere wie im Darm in Form ihres Phosphorsaure- 
esters riickresorbiert; die Veresterung ist durch Phlorrhizin hemmbar; 
bein Phlorrhizindiabetes kann der Ester nicht gebildet und infolge- 
dessen die Glucose nicht riickresorbiert werden; der Zucker wird wie 
Kreatinin ausgeschieden; auch die Phosphorsiureausscheidung soll 
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nach Lundsgaard beim Phlorrhizindiabetes infolge des Ausbleibens 
der Veresterung gesteigert sein. ; 

Lambrechts (11) betont im Gegensatz zu Lundsgaard, er habe keine 
Beziehung zwischen der Ausscheidung des Zuckers und der des Phosphors 
feststellen noch eine besondere Wirkung des Phlorrhizins auf die Nieren- 
phosphatase bemerken kénnen. Er fand vielmehr eine Einschrankuny 
der Phosphatausscheidung wahrend des Phlorrhizindiabetes. Er weist 
darauf hin, dafS Phlorrhizin nicht elektiv die Zuckerschwelle verandert 
sondern die Nierenzelle in ihrer Gesamtheit schadigt. Die Schadiguny 
zeigt sich neben der Glucosurie und einer wohl damit in Zusammenhany 
stehenden Polyurie in der Einschrankung der Phosphatausscheidung 
und der Unfahigkeit der Resorption von gewissen Farbstoffen (Rhoda- 
min BS, Fluorescein) in den Nierentubuli. Nach Lambrechts werden 
die Tubulusepithelien chemisch und physikochemisch durch das Ein- 
dringen von Phlorrhizin in das Zellinnere verindert. Er halt es fiir 
notwendig, die Theorie von Lundsgaard vorliufig aufzugeben, bis posi- 
tive Beweise zu deren Gunsten erbracht sind. 

Pathologisch-anatomisch (12) zeigen sich beim Phlorrhizindiabetes 
degenerative Verainderungen der Nierentubuli, die bis zur Nekrose 
gesteigert sein kénnen. 

Auf Anregung von Herrn Prof. Lohmann habe ich die Ausscheidung 
von Kochsalz und einer Reihe anderer Substanzen beim Phlorrhizin- 
diabetes untersucht. Kochsalz verhalt sich bei Verarmung des Kérpers 
daran ahnlich wie Glucose. Die Niere hat das Bestreben, dem Kérper 
méglichst viel NaCl durch Riickresorption zu erhalten. Andererseits 
handelt es sich um eine Substanz, deren Riickresorption ohne Phos- 
phorylieryng verlauft. 

Es liegt eine Reihe von Versuchen vor, die sich mit der NaCl-Aus- 
‘scheidung beim phlorrhizinvergifteten Tier befassen. Die Ergebnisse 
weichen betrachtlich voneinander ab. Ruschhawpt (13) und Lepine- 
Maltet (14) fanden eine Vermehrung der Chloridausscheidung beim 
Phlorrhizindiabetes, wahrend Loewi und Neubauer (15) keine Ver- 
anderung sahen. Dagegen wiesen Spiro. Vogt (16) und Biberfeld (17) 
eine deutliche Einschrankung der Chloridausscheidung nach. In den 
Versuchen von Biberfeld sank bei Phlorrhizinvergiftung der Prozent- 
gehalt und die absolute Menge der Chloride erheblich ab; die Nieren 
biiBten durch Phlorrhizin mehr oder weniger die Fahigkeit ein, Kochsalz 
auszuscheiden. 


Wir fiihrten unsere Versuche an Hunden durch, wobei durch eine 
kochsalzarme Kost die NaCl-Ausscheidung auf ein Minimum herab- 
gedriickt wurde. Die Niere war also bestrebt, méglichst viel NaCl 
zuriickzuhalten. 
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Kochsalzbestimmung im Harn nach Salkowski-Volhard (19): Nach Grube 
und Mering stéren im Hundeharn schwefelhaltige Substanzen (unter 
schweflige Séure und Sulfocyanséure) die Kochsalzbestimmung nach 
Salkowski-Volhard; diese Substanzen bilden nach Zusatz von AgNO, 
Schwefel- und Schwefelcyansilber; sie fallen mit dem Silberchlorid aus 
und taéuschen hohe Chloridwerte vor. Gruber und Mering behandeln den 
Hundeharn mit Zink und H,80O,, um die stérenden Substanzen zu ent- 
fernen. Wir richteten uns anfangs nach diesen Angaben, erhielten aber 
(nach Abzug der Blindwerte) stets das gleiche Ergebnis wie ohne Vor- 
behandlung. Daraufhin haben wir die Gruber-Meringsche Vorschrift 
nicht mehr beachtet. Der Hund erhielt bei unserem Versuch eine fleisch 
freie Kost. Es bleibt zu untersuchen, ob die genannten schwefelhaltigen 
Substanzen insbesondere bei Fleischnahrung ausgeschieden werden. 

Kochsalzbestimmung im Blute nach Rappaport (20). 

Phosphorbestimmung nach Lohmann-Jendrassik (21). 

Kreatininbestimmung nach Langley und Evans (22). . 

Kreatinbestimmung. Umwandlung von Kreatin in Kreatinin (23) nach 
Hahn und Barkan (24stiindige Einwirkung von HCl in n-Konzentration 
im Thermostaten bei 60°C), dann Kreatininbestimmung nach Langley- 
Evans. 

Stickstoffbestimmung nach Pregl-Roth (24) mit der Parnas -Wagner-Appa- 
ratur, 

Harnsdurebestimmung nach Folin -Wu (25). 

Glucosebestimmung mit dem Polarimeter. 


Bei unserem Versuch zeigte sich, da der Chloridgehalt des Harns 
wahrend der Phlorrhizinvergiftung abnahm, wahrend er im Blut etwas 
anstieg. Die Stickstoffausscheidung im Harn wurde mit dem Rest-N 
im Blute verglichen; es ergaben sich nur unwesentliche Veranderungen. 
Dagegen war eine Verminderung der Phosphatausscheidung insgesamt 
und prozentual festzustellen. Die Harnsjiureausscheidung ging ein 
wenig in die Héhe. Die Kreatininausscheidung war kaum verandert. 
Die Kreatinurie nahm zu. Die Kreatinurie beim Phlorrhizindiabetes 
ist eine Erscheinung, auf die Brentano (26) mehrfach hingewiesen hat. 
Lieben und Laszlo (27) haben sie auf ihre Abhingigkeit von der Eiweif- 
zufuhr mit der Nahrung untersucht und sind zu der Ansicht gekommen, 
daB es sich nicht um eine spezifische Phlorrhizinwirkung handelt. Bei 
einer leidlichen Einhaltung des Stickstoffgleichgewichts wird die 
Kreatinausscheidung beim Phlorrhizindiabetes nicht erhéht. 

Nach einer 14tagigen Pause wiederholten wir den Versuch am 
gleichen Tier (Tabelle IT). 

Wir fanden erneut eine Abnahme der Kochsalz- und Phosphat- 
ausscheidung, wahrend Kochsalz- und Phosphatwerte im Blute an- 
stiegen; die Kreatin- und Harnséureausscheidungen nahmen zu, die 
Kreatinin- und Rest-N-Ausscheidungen waren kaum verandert. Bei 
diesem Versuch gaben wir vom vierten Tage des Phlorrhizindiabetes ab 
an drei aufeinanderfolgenden Tagen dreimal taglich 1 mg Lactoflavin- 
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Phosphorsaureester subcutan. Dazu wurden wir durch die Arbeiten 
von Rihl-Thaddea (28) und Hoff (29) veranlaBt. Rihl und Thaddea 
gaben auf Grund der Verzar-Lundsgaardschen Auffassung der Glucose- 
resorption und des Phlorrhizindiabetes bei zwei Kranken mit renalem 
Diabetes Lactoflavin und Corticosteron, wobei die Glykosurie von 
5.3% auf 26° und 1,9% sank. Auch Hoff fand mit Lactoflavin und 
Corticosteron bei phlorrhizinvergifteten Hunden ebenfalls einen Riick- 
gang der Glykosurie. Er nimmt an, da8 der Phosphorsaureester des 
Lactoflavins eine mindestens ebenso starke Wirkung auf die renale 
Zuckerausscheidung habe. In unserem Versuch beeinfluBte der Ester 
die Glykosurie nicht. 

Unseren dritten Versuch (Tabelle III) fiihrten wir an einer gréReren 
Hiindin durch. Bei diesem Tier, das 4 kg schwerer als Senta I war, 
zeigte sich die Bedeutung der Phlorrhizindosierung ingofern, als bei 
einer taglichen Injektion von 0,5 g¢ Phlorrhizin, wobei nur ein maBiger 
Diabetes auftrat, die NaCl-Ausscheidung anstieg. Erst bei Verdoppelung 
der Phlorrhizindosis nahm die Kochsalzausscheidung wie in den beiden 
ersten Versuchen ab. 


Tabelle III. 
Hiindin Senta IT, Gewicht 16 kg. Methodik: siehe Tabelle I 
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Die Verminderung der Phosphatausscheidung trat schon bei 0,5 g 
Phlorrhizin auf. Kochsalz und Phosphor stiegen im Blute leicht an. 
Diesem Tier gaben wir drei Tage lang dreimal taglich 1 mg Lactoflavin. 
Auch bei dieser Substanz ging die Glykosurie nicht zuriick; Kochsalz- 
und Phosphatausscheidung stiegen auf Lactoflavin hin an, wahrend 
der Phosphorspiegel im Blute fiel. Endgiiltiges méchten wir iiber die 
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Wirkung von Lactoflavin und Lactoflavinphosphorséure auf den 
Kochsalz- und Phosphatstoffwechsel beim Phlorrhizindiabetes nicht 
aussagen. Dazu sind die Zahlen der Versuche zu gering und die Dauer 
der Darreichung zu kurz. Doch beziiglich der Glykosurie beim Phlor- 
rhizindiabetes diirfte durch unsere Versuche und die Arbeiten von 
anderen Autoren erwiesen sein, daB sie weder durch Lactoflavin noch 
seinen Phosphorsiureester herabgesetzt oder gar beseitigt wird. Von 
klinischer Seite wiesen kiirzlich Robbers und Westenhoeffer (30) darauf 
hin, daB sie keine Wirkung von Lactoflavin und Lactoflavinphosphor-. 
siure beim Phlorrhizindiabetes des Menschen gesehen hatten. Auch 
Nebennierenrindenpraparate (Corticosteron, Pancortex) waren ohne 
Wirkung. 

Auch bei einem Kind mit renalem Diabetes blieb die Zucker- 
ausscheidung trotz der Gabe von Lactoflavin (taglich 2 mg) unverandert 
[Kruyk (31)]. 

Tabelle IV. 
Hund Suse. Das Kérpergewicht betrug bei Beginn der Versuche 8,5 kg, nach 
ihrer Beendigung 8,1 kg. In der Kost wurde das Fett in Form von Margarine 
mit 1,7°,, NaCl, in weiteren Versuchen in Form von salzfreiem Erdnubél 
verabfolgt. 
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In Erganzung zu den Versuchen, iiber die in Tabelle III berichtet 
wurde, priiften wir den Einflu8 von niedrigen Phlorrhizinkonzentra- 
tionen. 


Durch geringe Phlorrhizinmengen wird also die Kochsalz- 
ausscheidung nur unwesentlich beeinfluBt; ja sie kann sogar, wie bereits 
erwahnt, zunehmen, Die Wahl des Fettes ist offenbar fiir die Versuchs- 
ergebnisse belanglos. Die Gabe von Phlorrhizin in Olivendél fiihrte 
in unseren Versuchen zur AbszeBbildung an den Injektionsstellen. 
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Tabelle V. 
Hiindin Senta II. Blindversuch mit a) Olivenél, b) Staphylokokken. 





Harnbefund Blutbefund in mg®/, 

Durch- Ham- wy v0 Durch- Seek t 
= ,| NaCl | NaCl |p P,O; , NaCl 

schnitts- menge mg |in mg®/g P2 95 jin mg? / oli schnitts- Vollblut 


wert von inccem wert von 


Vor dem AbszeB 8Tagen 518 541 106 505 98 2Tagen 498 
OlivenélabszeB cs Sa 500 | 555 | 101 | 448; 88 | 5 ,, 498 
Staphylokokken- 

abszeB ....... 6.2 500 »=578 108 | 497 9 16. | 4 


Um die Méglichkeit der Kochsalzspeicherung im Absze8 auszuschlieBen, 
wurden Blindversuche (ohne Phlorrhizin) angestellt. 

Weder Olivenél- noch Staphylokokkenabszesse fiihrten zu einer 
Anderung der Kochsalzausscheidung im Harn. 


Zusammenfassung. 


Es wurde die Ausscheidung von Kochsalz, Phosphat, Kreatin, 
Kreatinin und Harnsaure beim phlorrhizindiabetischen Hund unter- 
sucht. Die Kochsalzausscheidung im Harn nahm bei gréBeren Dosen 
Phlorrhizin regelmaBig ab, wahrend sie bei kleineren Dosen erhéht sein 
konnte. Auf diese Weise erklaren sich wohl wenigstens z. T. die wider- 
sprechenden, in der Literatur angegebenen Versuchsergebnisse. Ganz 
offenbar beeinfluBt das Phlorrhizin nicht nur die Kohlenhydrat- 
ausscheidung, sondern durch eine tiefgreifende Schadigung des Zell- 
stoffwechsels allgemein die Sekretionstatigkeit der Nierentubuli, und 
zwar in unspezifischer Weise (Lambrechts). Ob gerade ‘der Phlorrhizin- 
diabetes durch eine spezifische Hemmung der Glucosephosphorylierung 
verursacht wird, scheint noch nicht erwiesen. 

Lactoflavin beeinfluBt weder bei Tieren mit Phlorrhizindiabetes 
noch bei Menschen mit renalem Diabetes die Zuckerausscheidung. 

Frl. Kati Schrader danke ich fiir ihre gewissenhafte Hilfe bei den 
Versuchen. 

Das ,,Bayer-Haus‘ der I. G, Farben in Berlin stellte mir 15 Ampullen 
Lactoflavin freundlichst zur Verfiigung. 
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Zur Kenntnis der alkoholischen Giirung 
in dem intakten Fermentsystem der Hefezelle 
und in desorganisierten Zymasesystemen. 
V. Mitteilung. 

Von 
Ragnar Nilsson und Majken Elander. 

(Aus Wenner-Grens Institut, Abteilung fiir physiologische Chemie, Stock- 
holm, und dem Institut fiir Mikrobiologie der Landwirtschaftlichen Hoch- 
schule Schwedens, Uppsala.) 

(Eingegangen am 6, Juni 1941.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Bei Garversuchen mit Trockenhefe kommen in der bei uns iiblichen 
Versuchsanordnung auf 2ccem Garmischung 200mg _ Trockenhefe. 
Wenn bei konstant gehaltener Trockenhefemenge das Volumen der 
Garmischung vergréBert wird, tritt ein Verdiinnungseffekt auf, der in 
der vorliegenden Mitteilung beschrieben werden soll. 

Die analytische Untersuchungsmethodik war dieselbe wie in 
unseren friiheren Mitteilungen!. Samtliche Garversuche wurden bei 30° 
vorgenommen. 

In den Versuchen kamen verschiedene Darstellungen von ,,intakter 
Trockenhefe**? aus untergariger Bierhefe der ,, Hamburger Bryggeriet“‘, 
Stockholm, bzw. der ,,Bayerska Bryggeriet**, Uppsala, zur Verwendung. 


Versuchsergebnisse. 

Wie Abb. 1 zeigt, bewirkt die Verdiinnung der Garmischung eine 
derartige Veranderung des Garverlaufs, daB der Eindruck gewonnen 
wird, es habe die Verdiinnung eine Desorganisierung? des intakten 
Zymasesystems herbeigefiihrt. 

Wie ersichtlich, tritt schon bei zweifacher Verdiinnung der Gar- 
mischung (Gesamtvolumen der Garmischung 4 ccm) der Verdiinnungs- 
effekt deutlich in Erscheinung. Bei vierfacher Verdiinnung der Gar- 
mischung wird die Gargeschwindigkeit in dem Ansatz ohne Phosphat 
ebenso stark herabgesetzt wie unter dem EinfluB eines stark desorgani- 
sierenden Mittels, wihrend in dem Ansatz mit Phosphat der Girverlauf 
wihrend der ersten Garungsphase verhaltnismabig sehr wenig beeinfluBt 

1 Siehe z. B. Nilsson u. Alm, diese Zeitschr. 304, 285, 1940; methodische 
Einzelheiten bei Nilsson, Die Methoden der Fermentforschung, 8. 2154. — 
2 Definitionen bei Nilsson u. Alm, |. ¢. 
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wird. Bei noch gréBeren Verdiinnungen (8fach bzw. 16fach) tritt weder 
in den Ansatzen mit noch in denen ohne Phosphatzusatz eine nennens- 
werte CO,-Entwicklung auf. Dabei ist zu bemerken, daB bei diesen 
Verdiinnungen sich die Léslichkeit von CO, in der Reaktionsmischung 
geltend machen diirfte. Bei wiederholten Nachpriifungen unter Ver- 
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Abb. 1. Verlauf der Girung bei verschiedenen Verdiinnungen der Girmischung 
Zu jeder Girungsprobe: 200 mg intakte Trockenhefe 6 H + 100 mg Glucose + 0,1 cem Zymo- 
phosphatlésung + 1 Tropfen 3%ige Acetaldehydlésung. 
Die Girungen wurden teils ohne (gestrichelte Kurven A) und teils mit (ausgezogene Kurven B) 
Zusatz von Phosphat (iquivalent mit 100 mg Glucose) angesetzt. 
Das Gesamtvolumen der Girmischung in ccm wird bei jeder Kurve als Index des Bezeichnungs 
buchstabens angegeben. 


wendung mehrerer verschiedenen Trockenhefepraparate konnte der 
soeben beschriebene Verdiinnungseffekt immer bestatigt werden. 

Wie ein eingehenderes Studium des Verdiinnungseffektes gezeigt 
hat, handelt es sich hier aber nicht um eine eigentliche Desorganisierung 
des intakten Zymasesystems. Versuche mit wechselnden Phosphat- 
mengen in der Garmischung zeigen namlich, daB die Verdiinnung der 
Garmischung zu keinem Auftreten von Hardenschen Knickpunkten 
der Gairkurve AnlaB gibt, wie dies ja bei einer wahren Desorgani- 
sierung der Fall ist (Abb. 2). 

In der verdiinnten Garmischung ist die Gargeschwindigkeit in dem 
Ansatz ohne Phosphat auBerordentlich stark herabgesetzt (Kurve A,), 
was an den Zustand nach einem desorganisierenden Eingriff erinnert. 
Schon verhaltnismaiBig kleine Phosphatzugaben (Kurve B, und (;) 
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bewirken aber in diesem System eine kraftige Aktivierung der Garge- 
schwindigkeit, die sich nicht nur iiber eine nach Hardens Gleichung abge- 
grenzte ,, Veresterungsphase‘‘ erstreckt. Die voneinander verschiedenen 
Verhaltnisse in dem verdiinnten Zymasesystem und in dem typisch desor- 
ganisierten Zymasesystem gehen aus einem Vergleich der vorliegenden 
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Abb. 2. Einwirkung der Verdiinnung der Girmischung auf den Girverlauf bei wechselnden 
Phosphatmengen. 
Zu jeder Girungsprobe: 200 mg Trockenhefe 17 H + 200 mg Glucose + 0,1 cem Zymophosphat- 
lisung + 1 Tropfen 3%ige Acetaldehydlésung. 
AuBerdem zu Probe: 


A und A, - 

B,, B, Phosphat iquivalent mit 50mg Glucose 
Ciw GO; me a a ‘ 

| ae a mn a oe 9 


Be » me ee we om 
Gesamtvolumen der Girmischung in den Proben A bis E (gestrichelt) 2 cem, in den Proben 
A, bis EB, (ausgezogen) 8 ccm. 


Abb. 2 mit der Abb. 24 (S. 309) in der oben erwaihnten Arbeit von 
Nilsson und Alm besonders klar hervor. 

Die Verdiinnung der Garmischung ruft also offenbar keine wahre 
Desorganisierung des Zymasesystems hervor. Da eine Desorganisierung 
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durch Verdiinnung der Garmischung auftreten kénnte, ware sonst 
denkbar, wenn namlich an der Organisierung des intakten Zymase-. 
systems Phosphatide beteiligt sind. Lecithin verbindet sich ja bekannt- 
lich mit Eiwei8 und ist wahrscheinlich zum Teil in dieser Form in den 
Geweben vorhanden. Diese Lecithin-Kiwei8-Verbindung ist in Salz- 
lésungen léslich, scheidet sich aber beim Verdiinnen der Lésung mit 
Wasser aus}. 

Die Vermutung liegt jetzt nahe, daB der Verdiinnungseffekt dadurch 
zustande kommt, da in der verdiinnten Garmischung die Konzentration 
von wasserléslichen Bestandteilen der Trockenhefe, die fiir den normalen 
Verlauf der Garung wesentlich sind, suboptimal ist. In erster Linie ist 
dabei an das Phosphat zu denken. Wie ja schon Abb. 1 zeigt, hat dic 
Verdiinnung der Garmischung einen verhaltnismaBig geringen Einflus 
auf den Garverlauf, wenn die Gairmischung eine mit der Zuckermenge 
aiquivalente Phosphatmenge enthalt. Ferner ist aus Abb. 2 ersichtlich, 
daB in dem verdiinnten Garansatz sich die Girung durch eine maBige 
Phosphatzugabe ziemlich weitgehend restituieren ]aBt. 

Die Restituierung des Garverlaufs in einer verdiinnten Garmischung 
durch Zugabe von kleinen Phosphatmengen wurde weiter untersucht 
(Abb. 3). Es ware denkbar, daB der Zustand, der in dem nicht verdiinnten 
Garansatz ohne Phosphatzusatz herrscht, in dem verdiinnten Garansatz 
dadurch erzielt werden kénnte, daB dieser auf dieselbe Konzentration 
an freiem Phosphat gebracht wird wie diejenige, die sich in dem nicht 
verdiinnten Giransatz, entsprechend dem Eigengehalt der Trockenhefe 
und des zur Induktionsaufhebung benutzten Zymophosphatpraparats, 
einstellt. Diese Phosphatmenge betrigt, wenn die in Abb. 2 benutzte 
Trockenhefe 17 H zur Verwendung kommt, 6,8 mg P,O;. Soll in einer 
vierfach verdiinnten Garmischung die namliche Phosphatkonzentration 
aufrechterhalten werden, bedeutet dies, daB die verdiinnte Garmischung 
27,2 mg P.O; enthalten wird, eine Phosphatmenge, die mit 69,0 mg 
Hexose aAquivalent ist. 

Wie aus Abb. 3 ersichtlich, ist aber der verschiedenartige Gar- 
verlauf in der verdiinnten und der nicht verdiinnten Garmischung 
offenbar nicht einfach darin begriindet, da in der verdiinnten Gar- 
mischung die Phosphatkonzentration suboptimal ist. Zwar ist durch 
Phosphatzugabe eine ziemlich weitgehende Restituierung méglich ; der 
Garverlauf, der durch Kurve A wiedergegeben wird, laBt sich jedoch in 
der verdiinnten Garmischung bei keiner Phosphatkonzentration er- 
halten. Dagegen ist, wie ja schon friiher festgestellt wurde, bei geniigend 
groBer Phosphatzugabe die Gargeschwindigkeit wahrend der ersten 


1 Siehe Thierfelder u. Klenk, Die Chemie der Cerebroside und Phospha- 
tide. Berlin 1930, 8. 86. ' 
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Garungsphase in der verdiinnten Garmischung fast ebenso gro wie 
in der nicht verdiinnten. 

Aus Abb. 3 ist ferner ersichtlich, daB in den verdiinnten Gar- 
mischungen das Gesamtvolumen der entwickelten CO, einen niedrigeren 
Betrag erreicht als in den nicht verdiinnten, was wohl mit der Léslich- 
keit von CO, zusammenhingt. Eine weitere durch die Verdiinnung 
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Abb. 3. Einwirkung kleiner Phosphatmengen auf den Giirverlauf in einer verdiinnten Girmischung. 
Zu jeder Garungsprobe: 200 mg Trockenhefe 17 H + 100 mg Glucose + 0,1 com Zymophosphat- 
lisung + 1 Tropfen 3%ige Acetaldehydlésung. 
In den Proben: 
A und A,* Phosphat iquivalent mit 17.2 mg Glucose 


ae | os is i, ee - 
Ca es pa “ oa ne 
ap ; ne ws - 77,2 

| ae « Pa > he 
F , PF, 9 . mas 


Gesamtvolumen der Girmischung in den Proben A bis F (gestrichelt) 2 ccm, in den Proben A, 
bis F, (ausgezogen) 8 ccm. 


* Eigengehalt der Trockenhefe und des Zymophosphatpriparats an freiem Phosphat. 


bedingte, offenbar regelmaBig auftretende Erscheinung ist eine deutliche 
Verlangerung der Induktionsperiode. 

Wie soeben gezeigt wurde, kann also der Verdiinnungseffekt nicht 
lediglich durch die Konzentrationsiinderung des Eigenphosphats der 
Trockenhefe in der Garmischung erklirt werden, wenn auch zweifellos 
der Herabsetzung der Phosphatkonzentration eine wesentliche Be- 
deutung zukommt. Es fragt sich dann, ob hier die Verdiinnung von 
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anderen wasserléslichen Trockenhefebestandteilen mitspielt. Um diese 
Frage zu klaren, wurden Garversuche unter Zusatz von Hefekochsafi 
angestellt. Gleichzeitig wurde der Einflu8 von Cozymase studiert 
(Abb. 4). 

Abb. 4 zeigt, daB durch Zusatz von Hefekochsaft eine vollstandigere 
Restituierung bewirkt wird als durch Zusatz von Phosphat. Auch 
gereinigte Cozymase ruft eine erhebliche Aktivierung hervor. Weil 
ja der Hefekochsaft sowohl Phosphat als Cozymase enthalt, mu8 es 
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Abb. 4. Einwirkung von Hefekochsaft * und von Cozymase** auf den Giirverlauf in einer 
2 verdiinnten Girmischung. 
Zu jeder Girungsprobe: 200 mg Trockenhefe 16 H + 100 mg Glucose + 0,1 cem Zymophosphat- 
losung + 1 Tropfen 3%ige Acetaldehydlésung. 
AuBerdem zu Probe: 
A und A, _ 
B,, B, 1,4ecm Hefekochsaft 
Cc 4, C, 1,2 ,, Cozymaselésung 
Gesamtvolumen der Girmischung in den Proben A bis C (gestrichelt) 2 ccm, in den Proben A, 
bis C, (ausgezogen) 8 ccm, 
Infolge der Selbstgirung der Trockenhefe wird etwas mehr als die (aus der zugegebenen Zucker 
menge berechnete) theoretische Menge CO, gebildet. 


* Der Hefekochsaft wurde durch Aufkochen von 1 Gewichtsteil Trockenunterhete + 3 Gewichts- 
teilen Wasser und Filtrieren dargestellt. — ** Cozymase durch Pb- und Hg-Fiiilungen gereinigt. 
leem enthilt 70 Co. Die Cozymaselésung enthilt praktisch kein anorg. P. Gesamt-P (nach Ver- 
brennung) 0,69 mg P,O,/cem. P abgespalten nach dreistiindiger Hydrolyse in n H,SO, 0,29 me 
P,O;/cem. 


als nicht unwahrscheinlich betrachtet werden, daB die weitgehende 
Restituierung des Garverlaufs nach Zusatz von Hefekochsaft durch 
ein Zusammenwirken von Phosphat und Cozymase zustande kommt. 
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Es wurden deshalb Kombinationsversuche mit Phosphat und Cozymase 
angestellt (Abb. 5). Diese Kombination kommt ja auBerdem a priori 
in Betracht. 


Durch die gleichzeitige Wirkung von Phosphat und Cozymase 
1aBt sich, wie Abb. 5 zeigt, eine sehr weitgehende Restituierung des 
Garverlaufs bewirken. Dies erhellt besonders aus einem Vergleich der 
Proben B, und Dz, die beide Cozymase enthalten und angenahert 
dieselbe Phosphatkonzentration haben. Die Ubereinstimmung ist hier 
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Abb. 5. Einwirkung von Phosphat + Cozymase’* auf den Girverlauf in einer verdiinnten 
Girmischung. 
Zu jeder Girungsprobe: 200 mg Trockenhefe 18 H + 100 mg Glucose + 0,1 cem Zymophosphat- 
lésung + 1 Tropfen 3°%%ige Acetaldehydlésung. 
In den Proben: 
A,, B,, C, und D,** Phosphat fiquivalent mit 15,1 mg Glucose 
As, Bs, Cs 55 Ds Pe - Pie 9 
As, Bs, Cs ,, Ds FA ve a - 
Die Proben B, bis B; und D, bis D, enthalten dazu noch 1,2 cem Cozymase. 
Gesamtvolumen der Girmischung in den Proben A, bis A, und B, bis By, (gestrichelt) 2 cem, 
in den Proben C, bis C, und D, bis D, (ausgezogen) & ccm. 
Infolge der Selbstgiirung der Trockenhefe wird etwas mehr als die (aus der zugegebenen Zucker- 
menge berechnete) theoretische Menge CO, gebildet. 
* Dieselbe Cozymase wie in Abb. 4. — ** Eigengehalt der Trockenhefe und des Zymophosphat- 
priparats an freiem Phosphat. 


auffallend gut, und es fragt sich, ob nicht die Léslichkeit von CO, der 
einzige Grund ist, da eine vollstaindige Ubereinstimmung in der ver- 
diinnten und der nicht verdiinnten Garmischung nicht erreicht wird. 
Nicht ganz aufgeklart bleibt immerhin die Tatsache, da bei UberschuB 
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von Phosphat ohne besondere Zugabe von Cozymase die Gargeschwindiy. 
keit wahrend der ersten Garungsphase in der verdiinnten Garmischung 
fast ebenso gro} ist wie in der nicht verdiinnten. 

Versuchstechnisch ist es noch von Interesse zu wissen, welche 
GréBe die Veranderungen haben, die dann eintreten, wenn bei konstant 
gehaltenem Volumen der Garmischung die benutzte Menge Trockenhefe 
verandert wird. Es mag deswegen ein Versuch angefiihrt werden, in 
welchem der Garverlauf in der gebrauchlichen Garmischung (2 ccm 
bei Verwendung von verschiedenen Trockenhefemengen aufgenommen 
wurde (Abb. 6). 
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Abb. 6. Einflu® der Trockenhefemenge auf den Verlauf der Girung. 
Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 100 mg Glucose + 0,1 cem Zymophosphat- 
lésung + 1 Tropfen 3%ige Acetaldehydlésung. 
Die Girungen wurden teils ohne (gestrichelte Kurven) und teils mit (ausgezogene Kurvet 
Zusatz von Phosphat (iquivalent mit 100 mg Glucose) angesetzt. 
Die benutzte Menge Trockenhefe (6 H) wird bei jeder Kurve in mg angegeben. 


Wie aus Abb. 6 ersichtlich, wird auch in dieser Versuchsanordnung 
grundsiatzlich dasselbe Ergebnis erhalten wie in den schon mitgeteilten 
Versuchen. Aus dem Versuch kann der praktisch bedeutsame Schluli 
gezogen werden, daB eine Herabsetzung der gebrauchlichen Hefemenge 
(200 mg) auf 50 mg schon eine durchgreifende Umstellung des Gar- 
verlaufs zur Folge hat. 

Der Vollstindigkeit wegen sollen hier noch einige entsprechende 
Versuche mit Hefemacerationssaft, also Versuche in einem homogene 
Zymasesystem, angefiihrt werden. Die Verdiinnung der Garmischung 
bzw. die Herabsetzung der Zymasekonzentration diirfte in diesem 
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System, in welchem ja iiberhaupt keine vollstandige Vergarung statt- 
findet, wohl schon von vornherein nicht dieselbe Rolle spielen kénnen 
wie bei der intakten Trockenhefe (Abb. 7 und 8). 

Bei Garungen in einem homogenen Zymasesystem tritt, wie aus 
den Abb. 7 und 8 hervorgeht, kein ahnlicher Verdiinnungseffekt auf 
wie bei Gairungen mit intakter Trockenhefe. Der Einflu8 der Ver- 
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Abb. 7. Verlauf der Girung in Macerationssaft * bei verschiedenen Verdiinnungen der Garmischung 

Zu jederj{Girungsprobe: 1 cem Macerationssaft + 100 mg Glucose + 0,1 eem Zymophosphat- 
lésung + 1 Tropfen 3° ige Acetaldehydlésung. 

Die Girungen wurden teils ohne (gestrichelte Kurven A) und teils mit (ausgezogene Kurven B) 
Zusatz von Phosphat (iiquivalent mit 100 mg Glucose) angesetzt. 

Das Gesamtvolumen der Girmischung in cem wird bei jeder Kurve als Index des Bezeichnungs- 
buchstabens angegeben. 
* (‘ber die Darstellung des Macerationssaftes siehe Nilsson u. Alm, Zeitschr. f. physiol. Chem, 
239, 179, 1936. 


diinnung macht sich in den Garansatzen ohne Phosphatzusatz vielleicht 
etwas starker geltend als in den Ansatzen mit Phosphatzusatz. Eine 
vollstandige Umstellung des Garverlaufs, wie es bei der intakten Trocken- 
hefe der Fall ist, findet aber hier aus begreiflichen Griinden nicht statt. 
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Abb. 8. EinfluB der Macerationssaftmenge auf den Verlauf der Girung. 
Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ecm): 100mg Glucose + 0,1 cem Zymophosphat- 
lésung + 1 Tropfen 3%ige Acetaldehydlésung. 
Die Girungen wurden teils ohne (gestrichelte Kurven) und teils mit (ausgezogene Kurven 
Zusatz! von Phosphat (iquivalent mit 100 mg Glucose) angesetzt. 
Die benutzte Macerationssaftmenge wird bei jeder Kurve in cem angegeben. 
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Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Mitteilung wird gezeigt, daB die Verdiinnung 
einer gewohnlichen Garmischung mit intakter Trockenhefe einen 
Zustand bewirkt, der an den Zustand nach einem desorganisierenden 
Eingriff erinnert. Eine wahre Desorganisierung des Zymasesystems hat 


aber, wie eine eingehendere Untersuchung zeigt, nicht stattgefunden. 


Es stellte sich heraus, daB der Verdiinnungseffekt offenbar dadurch 
zustande kommt, daB wasserlésliche Komponenten der Trockenhefe in 
der verdiinnten Garmischung eine suboptimale Konzentration erhalten. 
Es wurde wahrscheinlich gemacht, daB die in dieser Beziehung bedeut- 
samen Faktoren Phosphat und Cozymase sind. 

Die mitgeteilten Resultate geben iiber die GréBe des Verdiinnungs- 
effektes bei verschiedenen Anordnungen des Garversuchs Aufschlu8, 
eine Kenntnis, die versuchstechnisch Interesse hat. 
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Uber das Vorkommen von Diaminoxydase 
und Histidin-Decarboxylase in Mikroorganismen’. 
Von 
E. Werle. 

(Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik der Medizinischen 
Akademie Diisseldorf.) 

(Eingegangen am 25. Juni 1941.) 


Die bakterielle Bildung des Histamins, deren Entdeckung wir 
Ackermann (1) verdanken, war oft Gegenstand eingehender Unter- 
suchungen. Man befaBte sich mit der Frage, welche Bacterienarten 
zur Decarboxylierung von Huistidin befahigt sind, unter welchen 
Ziichtungs- und Milieubedingungen die Reaktion am_ giinstigsten 
verlauft und welche Aminoséuren durch Bacterien decarboxyliert 
werden kénnen. Von den Untersuchungsergebnissen, die mehrfach 
schon zusammenfassend dargestellt worden sind (2, 3, 4, 5, 6), seien die 
kirzlich von Gale (6) ver6ffentlichten hervorgehoben. Bei seiner 
Untersuchung ging er von wichtigen Beobachtungen aus, die von 
Késsler und Hanke (7) stammen, nach denen Histamin nur dann gebildet 
wird, wenn eine leicht verwertbare Kohlenstoffquelle, wie Glycerin 
oder Glucose, zugegen ist, und daB, wo immer Histamin entsteht, die 
Reaktion zuvor deutlich sauer wird. Gale fand nun, daB die Glucose 
keine spezifische Wirkung besitzt, denn sie beeinfluBt das Decarboxy- 
lierungsvermégen gewaschener Bacteriensuspensionen nicht. Die De- 
carboxylierungsfahigkeit der Bacterien gegeniiber Ornithin wird durch 
Glucose sogar gelhemmt. In der Kultur aber begiinstigt Glucose die Bil- 
dung der Decarboxylase auBerordentlich stark, da aus Glucose durch 
bacterielle Garung Saure gebildet wird. Saure Reaktion ist eine Voraus- 
setzung fiir die Bildung der Decarboxylase. Glucose kann deshalb auch 
ersetzt werden durch Saure. Am starksten ist die Decarboxylasebildung 
wachsender Kulturen bei py 4,0—5,0. Bei py 7,0 ist sie nurmehr sehr 
gering. Wird eine bei px 7,0 gewachsene Kultur auf py 5,0 eingestellt 
oder mit Glucose versetzt, so steigt der Decarboxylasegehalt der Bac- 
terien auf das 20- bis 100fache an. 


Die Decarboxylierungsfahigkeit der von Gale untersuchten 14 Coli- 
arten erstreckt sich auf Arginin, Histidin, Lysin, Ornithin und Glutamin- 


* Vgl. dazu die vorlaufige Mitteilung diese Zeitschr. 306, 264, 1940. — 
Die bacteriologischen Untersuchungen wurden zusammen mit H. Reploh 
durchgefiihrt. Uber die Auswertung unserer Befunde in mikrobiologischer 
Hinsicht werden wir an anderer Stelle gemeinsam berichten. 
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siure; andere Aminoséuren werden nicht in meBbarem Umfang de- 
carboxyliert. Die py-Abhangigkeit der Decarboxylierungsfihigkeit 
gewaschener Kulturen ist eine sehr scharf ausgepragte. Sie ist fiir di: 
genannten Decarboxylasen bei py 4,0—5,0 optimal und fallt nach beiden 


Seiten steil ab. Aus der Verteilung der Decarboxylierungsfahigkeit fiir 


die fiinf genannten Aminosaéuren iiber die verschiedenen Bacterienarten 
kann geschlossen werden, daB fiir jede Aminosdure eine gesonderte 
Decarboxylase notwendig ist. Die Aminbildung ist bei optimalen 
pu- Bedingungen stets eine 100% ige, wenn die angewandten Bacterien 
in saurem Milieu geziichtet worden waren. Wurden sie jedoch bei 
pu 7,0 geziichtet, so verbrauchten sie die Aminosduren unter oxydative: 
Desaminierung. Es wird also in Kulturen bei px 7,0 Desaminase (Mono- 
aminoxydase), bei py 5,0 dagegen Decarboxylase gebildet. Da dic 
Decarboxylasen nur in saéurehaltigem Milieu gebildet werden, handelt 
es sich nicht um konstitutive, sondern um adaptive Fermente (8). 

Vor einigen Jahren wurde von uns (9, 10) und unabhiangig 
von uns von Holtz (12,13) im tierischen Organismus eine Histidin- 
decarboxylase aufgefunden, welche ihr Wirkungsoptimum in schwach 
alkalischem Gebiet besitzt und die in saurem Gebiet unwirksam ist. 
Das Ferment mit der Decarboxylierungsfahigkeit fiir Histidin ist von 
uns angereichert und naher charakterisiert worden. Die Aktivitit 
frischen tierischen Gewebes, z. B. der Niere, bezogen auf gleiche Trocken- 
gewichte, ist sehr viel niedriger als diejenige frischer Bacterien. Wahrend 
unter optimalen _ Bedingungen eine Bacteriensuspension in einigen 
Stunden 30mg Histidin zu 100° in Histamin umwandeln kann, 
belauft sich die Bildung beim Nierengewebe unter optimalen Be- 
dingungen in der gleichen Zeit nur auf einige zehntel Milligramm. 

Es interessierte uns nun, inwieweit die Eigenschaften des Bacterien- 
enzyms denen des tierischen Enzyms gleichen, insbesondere ob es wie 
dieses nur die natiirliche Form der Aminosiuren zu decarboxylieren 
vermag und ob es das gleiche Verhalten gegenitiber gewissen Zusatzen 
aufweist wie das tierische Ferment. Sodann sollte versucht werden, 
das Bacterienenzym in zellfreie Extrakte iiberzufiihren. Weiterhin 
wurde untersucht, ob Bacterien, welche Histamin aus Histidin zu 
bilden vermégen, auch das Histamin inaktivierende Ferment enthalten. 
Das Vorkommen der beiden Fermente wurde ferner auch bei ver- 
schiedenen Pilzarten untersucht. 

Zunachst orientierten wir uns tiber die Decarboxylaseaktivitat 
einiger Coliarten. In Bestatigung der Ergebnisse von Kdéssler-Hank 
und von Gale fand sich eine ungleich héhere Decarboxylaseaktivitat 
bei Bacterien, die auf Glucose-Agar geziichtet worden waren, als 
bei denen, die auf gewéhnlichem Agar kultiviert worden waren. 
Wiahrend bei diesen unter sonst gleichen Bedingungen innerhalb 
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16 Stunden z. B. 60 y Histamin gebildet wurden, betrug die Ausbeute 
bei gewaschenen Bacterien, die auf Glucose-Agar geziichtet worden 
waren, z. B. 4000 y Histamin. Bei py 7,4 war keine Histaminbildung 
mehr nachweisbar. 

Auf Decarboxylaseaktivitat priiften wir auBer Bacterium coli, aus 
Stuhl und dem Praparat ,,Mutaflor“ geziichtet, noch gewaschene Suspen- 
sionen von Bacterium fluorescens, Bacterium pyocyaneum, Bacterium 
proteus, ferner einige dem Bacterium coli nahestehende pathogene 
Bacterien und zwar Pseudoruhr (Fleaner), Pseudoruhr (Sonne E), 
Enteritidis-Breslau, Paratyphus-B, Typhus und Paratyphus-A. Es ent- 
hielten keine Histidindecarboxylase : Bacterium proteus, B. pyocyaneum 
und B. fluorescens. ,,Mutaflor‘’ wies eine geringe Decarboxylase- 
aktivitat auf, wenn die Ziichtung in saurem Kulturmilieu vorge- 
nommen wurde. Bei den untersuchten pathogenen Bacterien fehlt die 
Decarboxylase nur bei Pseudoruhr (Flexner). Sie war bei den iibrigen 
pathogenen Bacterien im allgemeinen niedriger als bei Bacterium coli. 

Beziiglich der Konfigurationsspezifitat ist folgendes festzustellen: 
In einer friiheren Untersuchung fanden wir, da8 die tierische Histidin- 
decarboxylase nur die kérpereigene Form, namlich das 1|-Histidin, 
abzubauen vermag. Neuerdings stellten wir fest, dai} durch Zusatz von 
d-Histidin die Decarboxylierung von |-Histidin gehemmt wird. Offenbar 
hat die d-Form als Pseudosubstrat eine gewisse Affinitaét zum tierischen 
Ferment und blockiert mit steigender Konzentration immer gréBere 
Fermentmengen. 

Das Bacterienenzym war zum Unterschied vom tierischen Ferment 
in fast allen Fallen befahigt, sowohl |- als auch d-Histidin zu decarboxy- 
lieren. Unter gleichen Versuchsbedingungen war bei verschiedenen 
Bacterienarten der Umsatz bei |-Histidin meist wesentlich gréBer als 
bei d-Histidin. Von Pseudoruhr (Sonne E) wurde die d-Form gar 
nicht bzw. nur in verschwindendem Mae in Histamin iibergefiihrt. 
In einigen Fallen war aber umgekehrt die Ausbeute bei Verwendung 
von |-Histidin geringer als bei Verwendung von d-Histidin. So wurden 
von Bacterium coli in einem Falle aus 10 mg |-Histidin 1500 y, und aus 
10 mg d-Histidin 2100 y, bei Paratyphus-B 60 y baw. 1500 y Histamin 
gebildet. Das Verhaltnis der Aktivitaéten gegeniiber d- und |-Histidin 
ein und derselben Bacterienart ist nicht konstant, sondern von Kultur 
zu Kultur verschieden, wie die vorstehenden Angaben erkennen lassen. 
Es erhebt sich nun die Frage, ob es fiir die Decarboxylierung der d- und 
|-Form verschiedene Fermente gibt, also Fermente mit absoluter 
stereochemischer Spezifitat oder aber, ob es sich um ein Ferment mit 
je nach der Herkunft stark wechselnder relativer Spezifitat handelt. 
Im ersteren Falle miiBten die beiden Fermente in den verschiedenen 
Mikroorganismen in wechselnden Mengen enthalten sein. Diese 
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wechselnde Spezifitat der Decarboxylase findet sich nur bei Mikro. 
organismen, nicht beim tierischen Organismus. 


Nach einer Untersuchung von Edlbacher, Simon und Becker (14) 
scheint aber auch der tierische Organismus die Fahigkeit, d-Histidin 
zu decarboxylieren, erwerben zu kénnen. Diese Autoren fanden namlich 
bei langerdauernder Uberschwemmung des Meerschweinchenorganismus 
mit d-Aminosaéuren eine Vermehrung des Histamins in der Lunge, 
ihnlich wie dies von Bloch und Pinésch (14a) im Laboratorium Fd). 
bachers fiir das |-Histidin nachgewiesen worden war. 


Die Autoren glauben, daB dabei sich die 1-Histidin-Decarboxylase 
im Sinne der Abderhaldenschen Theorie der Abwehrfermente auf den 
Abbau von d-Histidin umstellt. 


Die Histidindecarboxylase der tierischen Organe wird nach unseren 
Untersuchungen gehemmt durch Blausdiure sowie durch Carbony!- 
gruppenreagentien, wie Semicarbazid, und die Ketonreagentien von 
Girard Hydrazidocarboxymethylpyridiniumchlorid und Dimethylamino- 
essigsiurehydrazidchlormethylat. Gibt man diese Reagentien zu ge- 
waschenen Suspensionen von Bacterium coli, so ergeben sich auch hier 
starke Hemmungen der Histaminbildung. So wurde durch Zusatz 
von 0,001 m Blausaéurelésung eine Hemmung von 91%, durch 0,01 m 
Semicarbazidlésung eine Hemmung von 97 %, durch 0,01 m Hydrazido- 
carboxymethylpyridiniumchlorid eine Hemmung von 95— 100 % erreicht. 
Die Hemmung wird bei Verwendung von d- und |-Histidin beobachtet. 


Die Pilzarten, bei denen wir das Vorkommen der Histidin- 
decarboxylase untersuchten, waren Aspergillus orycae, Aspergillus 
niger, scale cornutum und claviceps purpurea. Die Pilze wurden auf 
Bierwiirze-Agar geziichtet. Die isolierten Pilzdecken wurden mit See- 


. sand zerrieben und in Form der Suspension oder von zentrifugierten 


Extrakten auf ihre Decarboxylierungsfahigkeit untersucht. Es konnte 
weder bei Zusatz von d- noch von |-Histidin eine Histaminbildung 
nachgewiesen werden. Gepriift wurde im py-Bereich von 3,0—8.0. 

Auch Brauerei- und Backerhefen enthalten, wie wir friiher (14b) 


zeigten, keine Decarboxylase. Das Ferment wurde auch bei Torula 
utilis nicht angetroffen. 


Saimtliche Mikroorganismen, deren Decarboxylasegehalt unter- 
sucht wurde, wurden auch auf die Fahigkeit, Histamin zu inaktivieren. 
geprift. 


Die Histaminase war in allen untersuchten Colistammen enthalten 


Die Fermentmenge war bei Ziichtung der Bacterien auf Glucose-Agar 
bzw. in glucosehaltiger Bouillon meist geringer als bei Ziichtung auf 
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vlucosefreiem Agar bzw. glucosefreier Bouillon. Die Verhaltnisse liegen 
hier also umgekehrt wie fiir die Histidindecarboxylase. 

Der Histaminasegehalt der Bacterien war sehr wechselnd. Gelegent- 
lich wurde auch bei Kulturen, die auf gewéhnlichem Agar geziichtet 
worden waren. keine Inaktivierungsfihigkeit festgestellt. Derartige 
Versuche sind in der ersten Mitteilung in dieser Zeitschrift beschrieben 
worden. Der Histaminasegehalt stieg aber an, wenn dem Versuchsan- 
satz mit gewaschenen Bacterien Glucoselésung zugesetzt wurde, also 
wenn in Gegenwart von Histamin giinstige Wachstumsbedingungen fiir 
die Bacterien vorhanden waren. 

Bei Bacterium pyocyaneum und bei Bacterium fluorescens war 
der Histaminasegehalt meist héher als bei Bacterium coli. Es wurden 
z. B. von Bacterium fluorescens entsprechend 10 mg 'rockengewicht 
in 3 Stunden 10 mg Histamin inaktiviert. 

Die oben erwahnten pathogenen Bacterien produzierten keine 
Histaminase, weder bei Ziichtung auf glucosehaltigen Platten noch bei 
Ziichtung in gewéhnlicher Bouillon. 

Die pathogenen Bacterien vermégen also zwar betrachtliche Mengen 
Histamin zu bilden, nicht aber auch zu entgiften. Diese Tatsache kénnte 
in der Pathologie von Bedeutung sein. 

Die in der oben skizzierten Weise aufbereiteten Pilze wurden auch 
auf Histaminaseaktivitat gepriift. Dabei wurden die Ansatze nicht wie 
bei der Priifung auf Decarboxylaseaktivitét auf etwa pq 5, sondern 
auf die fiir die Histaminaseaktivitét optimale Reaktion von py 7,4 
eingestellt. Das Ferment war in sémtlichen Pilzarten enthalten. So 
wurde von lccm Pilzextrakt entsprechend etwa 10 mg _ organischer 
Trockensubstanz von 100 y Histamin, die zugesetzt wurden, z. B. rund 
50 yin 16 Stunden abgebaut. Wurden die Pilze mit Aceton-Ather ge- 
trocknet, so war die Aktivitat des Ferments vernichtet. Die Histaminase 
der Pilze ist also empfindlicher als die der Bacterien und tierischen 
Organe. Hefe vermag Histamin nicht zu inaktivieren, sie nimmt, nament- 
lich garende Hefe, die Substanz in ihre Zellen auf, 1aBt sie aber un- 
verandert (14b). 

Die Histaminase der tierischen Organe ist, wie Zeller (15) zeigen 
konnte, nicht spezifisch auf Histamin eingestellt, sie baut auch Diamine 
vom Typus des Cadaverins ab. Es interessierte uns nun, ob die Spezifitat 
des in Mikroorganismen vorhandenen Ferments die gleiche ist wie 
diejenige des Ferments aus tierischen Organen. Bei dieser Frage muBte 
die Inaktivierung der Amine an Hand des O,-Verbrauchs in der Warburg- 
Apparatur in Anlehnung an die Angaben von Zeller (16) gemessen werden. 

In 4quimolekularen Ansatzen erfolgte der Cadaverinabbau durch 
Bacteriensuspensionen rascher als der Histaminabbau, in Uberein- 
stimmung mit den Untersuchungserge bnissen von Zeller bei der tierischen 

Biochemische Zeitschrift Band 309. 5 
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Histaminase. Im Konkurrenzversuch, also bei gleichzeitigem Zusatz 
von Putrescin und Cadaverin, wurde der Histaminabbau stark gehemmt, 

Bei Verwendung von Pilzhistaminase in Form von dialysierten 
Pilzextrakten fand sich folgendes: Sauerstoffverbrauch nur bei Zusatz 
von Histamin, nicht bei Zusatz von Cadaverin. Die Spezifitat des 
Pilzferments ist also eine andere als die des tierischen und Bacterien- 
ferments. Gab man in den gleichen Versuchsansatz sowohl Histamin 
als auch Cadaverin, so trat kein Sauerstoffverbrauch auf. Damit 
scheint erwiesen zu sein, daB Cadaverin zum Pilzferment zwar eine 
groBe Affinitat besitzt, von diesem aber nicht angegriffen wird. Bei 
gleichzeitiger Anwesenheit von Cadaverin und Histamin wird dieses 
vom Ferment abgedrangt. 

Bei allen Mikroorganismen, die in den Kreis der Untersuchung 
mit einbezogen.waren, wurde versucht die Histaminase und Decarboxy- 
lase in zellfreie Extrakte itiberzufiihren. Dabei wurdén folgende bei der 
Untersuchung anderer Fermente bewahrte Verfahren in Anwendung 
gebracht*. 1. ZerreiBen der Mikroorganismen durch Zerreiben mit 
Seesand oder Glaspulver. 2. Wiederholtes Gefrieren der Mikroorganismen 
mit fliissiger Luft, Auftauen und Extrahieren nach Zerreiben mit Sand. 
3. Autolyse nach Zusatz von Essigester, Toluol oder Natriumfluorid. 
Die nach diesen Verfahren gewonnenen Extrakte wurden scharf zentri- 
fugiert und dann durch Membranfilter geschickt. 

Es gelang bei Pilzen zellfreie Extrakte, und zwar nach Zer- 
reiben mit Seesand, zu gewinnen. Die Extrakte konnten zwar 
nach Dialyse durch Verdampfen in wirksame Trockenpraparate itiber- 
gefiihrt werden, nicht aber durch Trocknen mit organischen Lésungs- 
mitteln (Aceton-Ather). Im Gegensatz also zum tierischen Ferment 
wird das Pilzferment durch Aceton-Ather zerstért. 

Die Decarboxylase der Bacterien konnte auf diesen Wegen nicht 
mit Sicherheit isoliert werden. Gelegentlich wurde ein Membranfiltrat 
mit sehr geringer Decarboxylaseaktivitéat erhalten. Dagegen gelang 
es wiederholt bei alteren Bouillonkulturen von Bacterium fluorescens 
Membranfiltrate mit gut meSbarer Histaminaseaktivitaét zu gewinnen. 

Beim Versuch, die Bacterien zuerst mit Aceton und Ather zu 
trocknen und nach Pulverisieren in der Achatreibschale unter Zusatz 
von Glaspulver Histaminase oder Decarboxylase zu extrahieren, ergab 
sich, daB die Histaminase zumeist erhalten blieb, die Decarboxylase 
aber fast immer zerstért wurde. Es verhalten sich also beide Fermente 

* Zweisehr aussichtsreiche Verfahren zur Gewinnung zellfreier Bacterien- 
sifte konnten aus 4uBeren Griinden bisher nicht angewandt werden, namlich 
die Zertriimmerung von Bacterien durch Ultraschall und die Zermahlung 
in der Bacterien-NaB-Quetschmiihle nach Booth und Green (17). 
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ahnlich wie die tierischen mit dem Unterschied, daB die tierische 
Decarboxylase stets vollkommen durch Aceton-Ather zerstért wird. 
Reagentien, welche die tierische Histaminase zu hemmen vermégen, 
heben auch die Aktivitaét des Pilzferments auf. m/1000 Hydrazido- 
carboxymethylpyridiniumchlorid, m/100 Semicarbazid und m/1000 
Blausiure hemmten beim Extrakt aus Aspergillus niger zu 100%. 


Experimenteller Teil. 

Die Bacterien wurden auf gewéhnlichem Agar und auf Glucose- 
Agar 20 Stunden geziichtet, auf der Zentrifuge isoliert und nach dem 
Waschen in physiologischer Kochsalzlésung aufgenommen, so da 
1 cem Bacteriensuspension ein Trockengewicht von etwa 10 mg aufwies. 
Durch Zusatz von Pufferlésungen wurde das py variiert. Es wurde 
angewandt Phosphatpuffer, gelegentlich auch Veronal-Acetatpuffer. Die 
Ansiatze bestanden jeweils aus 1 ccm Bacteriensuspension, | ccm Puffer- 
lésung, 0,5cem Histidinlésung, enthaltend 10 mg |-bzw. d-Histidin, 
und 0,5 cem Wasser. Gesamtvolumen also 3 ccm. Stickstoffatmosphare 
bei Messung der Decarboxylase-, Sauerstoffatmosphare bei Messung der 
Histaminaseaktivitat. 

Die Bildung bzw. der Verbrauch von Histamin wurde biologisch 
am isolierten Meerschweinchendiinndarm gemessen. 


Tabelle I. Bildung von Histamin aus 1|-Histidin 
durch Bacterium coli. 





Geziichtet auf glucose- Geziichtet auf glucose- 
Versuchsdauer freiem Agar haltigem Agar 
16 Stunden Pu : 5,0 Px : 5,0 

| y Histamin gebildet y Histamin gebildet 
n 

POIPMEIEE och oss bieanenes 0,0 25 

2 ey ls tala ea eae 0,0 20 

3. 1 ky RR AE ee fare 0,6 600 


Tabelle II. Bildung von Histamin aus 1-Histidin durch 
Bacterium coli bei verschiedenem pq. 





Versuchsdauer 16 Stunden Pu y Histamin gebildet 
. 5,0 25,0 
1. Versuchsreihe ........ | re ia 
{ 8,5 3,0 
7 3.0 
2.0 5,0 
2. Versuchsreihe 2,0 75 
2. suchsreihe ........ 30 13:0 
5,8 900.0 
8.0 6,0 


5* 
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Tabelle III. Bildung von Histamin aus d- und |-Histidin 
dureh Bacterium coli. 
Versuchsbeispiele: Ansatze wie oben beschrieben. Zusatz von 10 mg d- bz\ 
l-Histidin. Versuchsdauer 17 Stunden. 





Versuch Aus |-Histidin Aus d-Histidin 
Nr. Pu y Histamin gebildet y Histamin gebildet 
l 4,7 570 450 
2 3.0 11 11 
3 5,0 9000 9000 
4 5,0 1500 2100 
5 5,0 4000 3600 


Im Falle 3 wurden 90° der theoretisch zu erwartenden Histamin. 
menge erhalten. Die Aminosdure wird also, wie Gale schon feststellte 
bei pu 5,0 nicht durch Desaminierung verbraucht. 

Durch Bacterium fluorescens, Bacterium pyocyaneum und Bac- 
terium proteus wurde unter den gleichen Ziichtungs- und py-Be 
dingungen weder bei Verwendung von |- noch von d-Histidin Histamin 
gebildet. 

Tabelle IV. 
Bildung von Histamin durch pathogene Bacterien. 





Pu 5,0 Pu 8,0 
Bacterienart Aus |-Histidin Aus d-Histidin Aus 1-Histidin Aus d-Histidir 
y Histamin | y Histamin y Histamin y Histamin 
gebildet gebildet gebildet gebildet 
| 
. H 2,0 0,0 2,0 0,0 
Pseudoruhr (Flexner) 00 00 00 0.0 
| 52 5.0 4.5 ,b 
Pseudoruhr (Sonne E) ... | 35 he Mi 
50 0,0 i 
| 136 27 ne 
Paratyphus-B .......... 60 oo a 
(| = 60 1500 _ 
ieee 200 30 ro ~ 
Enteritidis-Breslau ...... 60) 8 
3 0,0 0 0 
Paratyphus-A .......... 9 21.0 
ots 
j | 450 18 
i ee eT rer 60 360 = 


Zur Histaminbildung waren also befaihigt: Pseudoruhr, Typhus und Para. 
typhus. Die Bildungsfahigkeit reicht bei den Typhusarten an die von 
Bacterium coli heran. Deutlich schwacher bildet Pseudoruhr, wenig ode: 


gar nicht ist Pseudoruhr (Fleaner) zur Aminbildung befahigt. Auch hier ist lit 


Bildungsfahigkeit in saurem Gebiet weitaus am stirksten. Versuchsdaucr: 
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Ansatze wie oben beschrieben. 
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Tabelle V. Beeinflussung der Decarboxylaseaktivitat 

der Bacterien durch Hemmungskorper. 
Hemmungskoérper in Lésung zugesetzt, so 


daB Gesamtvolumen 3 ccm betragt. Versuchsdauer: 16 Stunden. 





Histamin gebildet 


Hem- 


Fermentmaterial Hemmungskirper Substrat mit ohne 
Hemmungs- Hemmungs- mung 
koérper korper 
Coli auf glucose- m/100 1-Histidin 6 18 66 
freiem Agar Semicarbazid 
geziichtet 
Coli m/10 ]-Histidin 200 4000 95 
geziichtet auf Hydrazidocarboxy - 
Glucose-Agar methylpyridinium- 
chlorid 
Coli m/100 d-Histidin 320 3600 91 
geziichtet auf HCN 
Glucose- Agar 
Extrakt aus Coli- m/10 1-Histidin 1 32 97 
bacterien Semicarbazid 
zentrifugiert 
Extrakt aus Coli- m /10 d-Histidin 0 20 LOO 
bacterien Hydrazidocarboxy- 
zentrifugiert methylpyridinium- 
chlorid 
Mem branfiltrat m/100 1-Histidin 2 8 75 
dieses Extraktes HCN 
Membranfiltrat m/10 d-Histidin 0,8 7 89 
dieses Extraktes Semicarbazid 


Zur Frage des Vorkommens von Decarboxylase in Pilzen. 
In den Kreis der Untersuchungen wurden einbezogen: Aspergillus 
oryeae und -niger, Secale cornutum und claviceps purpurea, ferner 
in Erganzung friiherer Versuche (14b) die Heferasse Torula utilis. 
Die. Pilze wurden auf Platten von Bierwiirze-Agar 3—5 Tage bei 37° 
geziichtet. Die Pilzdecke wurde mit einem Spatel vom Agar méglichst 
vollstandig getrennt und mit Seesand und mit Aqua dest. zu einem 
diinnen Brei griindlich verrieben. Auf den Gehalt an Ferment wurde 
teils in der Suspension, teils im zentrifugierten Extrakt, teils im Mem- 
branfiltrat gepriift. Es wurde folgendes festgestellt : 

Eine Histidindecarboxylase fand sich in keiner der untersuchten 
Pilzarten, weder fiir d- noch fiir 1-Histidin. Gepriift wurde im py- Bereich 
von 3,0—8,0. Versuchsdauer 18 Stunden. 


Vorkommen von Histaminase in Bacterien. 
Versuchsansatze wie oben beschrieben, py 7,4, O:-Atmosphire. 
Die unten angegebenen Bacterienarten wurden auf glucosehaltigem und 
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glucosefreiem Agar, in glucosehaltiger und glucosefreier Bouillon ge. 
ziichtet. Die einzelnen Versuchsnummern der Tabelle entsprechen 


jeweils neuen Bacterienkulturen. 


Tabelle VI. 





Ver- Zugesetzte , Inaktivierte 
; eee a Aa ‘non  ©Versuchsdauer eee siete % 
= Bacterienart Hi oo nge dite Ants His eos nge inaktiviert 
1 Fluorescens 1 3 1 100 
2 ie 100 15 78 78 
3 Proteus 1 3 0,3 33 
4 ¥ 1 16 0,5 50 
5 Coli 1 3 0,64 64 
aus ,,Mutaflor* 
6 Dasselbe 1 5 0,6 60 
7 Coli 10 15 9,9 99 
8 5 10 3 6,4 64 
9 ‘ie 10 4 9,8 98 
10 Pyocyaneum ] 3 0,82 82 
11 Pseudoruhr 0,01 4 0,00 
(Flexner) 
12 Pseudoruhr 0.01 4 0,00 
(Sonne E) 
13 Enteritidis- 0,01 4 0,00 
Breslau 
14 - Paratyphus-B 0,01 7 0,00 
15 Typhus 0,01 4 0,00 
16 -aratyphus-A 0,01 4 0,00 _ 


Tabelle VII. Hemmung des Abbaus von Histamin durch Bacterien 
bei gleichzeitiger Anwesenheit von Putrescin. 





se e Abbau mit Abbau ohne Vy , 
Zugesetzte | Zugesetzte  Hemmungs- Hemmungs- ersucns- = Hemmung 


Bacterienart Histamin- | Putrescin- korper kérper dauer in 0 
menge in mg | menge in Stunden - 
in mg in mg 

Coli aus 1 48 mg 0,0 0,6 | 5 100 
, Mutaflor“ (m/10) 

Dasselbe | 1 4,8 mg 4,9 0,64 | 3 24 
(m/100) 

Proteus 1 4,8 mg 0,0 0,3 3 100) 
(m/100) 

Fluorescens 100 48 mg 50 78 15 36 
(m/10) 

és 10 48 mg 0,0 10 16 100 
(m/10) 


Hemmungsversuche mit Carbonylreagentien siehe diese Zeitschr. 306. 


266, 1940. 
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Histaminasegehalt von Pilzen. 

Die Pilze wurden wie oben angegeben aufbereitet. Die Versuchs- 
ansitze wurden auf py 7.4, das py-Optimum der Histaminase mit 
Phosphatpuffer eingestellt. Verwendet wurden Suspensionen, Extrakte 
und Membranfiltrate. 

Tabelle VIII. 





Zugesetzte | Versuchs- P 
Fermentmaterial Histamin- dauer 
menge in y|}in Stunden 


0 > ork Pp 
tunkchivior’ Bemerkungen 


Aspergillus orycae ........ 100 15 25 


8 Tage alte Kultur 
” oe) ke ease es 20 16 100 4 S 
= SN hey re ae 50 16 98 4 ad 
e ee wolstoe eae 100 16 97 ke % és 
Aspergillus niger ......... 100 15 25 eg: ie 
aS bee Sve ee Eee 20 16 95 4 
a ae sala ee note 50 16 100 4 i 
Bs Rath deta tere) 100 16 100 4 . 
Claviceps purpurea ........ 20 15 90 Wwe 4s " 
4 ke gees es 20 14 88 Aare os 


Der Histaminasegehalt der Kulturen nahm mit zunehmender 
Ziichtungsdauer ab. 


Histaminasenachweis im Extrakt und Membranfiltrat von Pilzen. 

Die durch Verreiben mit Seesand gewonnenen Pilzsuspensionen 
wurden durch langes Zentrifugieren bei 5000 Touren méglichst zellfrei 
gemacht. Ein Teil dieser Lésungen wurde unter Druck durch Membran- 
filter (Membranfilter ,,Mittel*‘, max. Porenweite 0,75 1, Membran- 
filter A. G. Géttingen) geschickt. 

Zu den Ansitzen wurde 1 cem Extrakt, 1 eem Puffer und Histamin- 
lésung auf 3 ccm Gesamtvolumen gebracht. Die Tabelle IX verzeichnet 
einige Versuchsbeispiele. 


Tabelle IX. 





Zugesetate 0’, inakti- Versuchs- 
Fermentmaterial Histamin- vier’ dauer in Bemerkungen 
menge in } Stunden 
Zentrifugierter Extrakt ; lecm Extrakt 
Aspergillus orycae .... 100 95 16. || Sg epee 
Substanz 
* 100 68 15 
Membranfiltrat Asper- 
gillus orycae......... 50 100 16 
Zentrifugierter Extrakt | 
Aspergillus orycae .... 60 | 50 16 — 


Derselbe Extrakt 
8 Stunden dialysiert .. 60 20 16 
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Tabelle IX. (Fortsetzung.) 
Zugesetzte ae a Versuchs- 
Fermentmaterial Histamin- : pe dauer in Bemerkungen 
menge in 7 Stunden 
Zentrifugierter Extrakt ; lecm Extrakt 
Aspergillus niger ..... 100 64 16 14 mg organisch 
Substanz 
100 94 16 - 
Membranfiltrat Asper- 
GS ME nk ces 50 58 16 
Zentrifugierter Extrakt 
Aspergillus niger ..... 100 40 16 - 
Membranfiltrat Asper- 
ra OTR ee eee oe 60 17 16 
Zentrifugierter Extrakt 
Aspergillus niger ..... 60 40 16 
Derselbe Extrakt 
8 Stunden dialysiert . . 60 33 16 -- 
Zentrifugierter Extrakt 
Aspergillus niger ..... 100 64 15 
Zentrifugierter Extrakt 
Aspergillus niger + 
Hydrazidocarboxy- 
methylpyridiniumchlo- 
rid (m/100).......... 100 0 15 i ae 


Zentrifugierter Extrakt 

Aspergillus niger + 

Semicarbazid m/100 .. 100 0 15 . 
Zentrifugierter Extrakt 

von Mutterkorn + KCN 

WEPROONES vie Sots eae 0 100 0 15 e 


Wurden die Extrakte der Tabelle IX mit Aceton gefallt und mit 
Ather getrocknet, das Pulver aufgelést und diese Lésung zu den An- 
sitzen verwendet, so war keine Histaminase mehr nachweisbar. 


Versuche zur Isolierung von Histaminase und Decarboxylase aus Bacterien. 


a) Nach wiederholtem Gefrieren der Bacterien 
durch fliissige Luft. 


Die konzentrierte Bacteriensuspension, z.B. von B. coli, wurde 
im Platintiegel 5- bis 50mal durchfroren und wieder aufgetaut, was 
bis zu 6 Stunden in Anspruch nahm. Nach dem letzten Auftauen wurde 
die Suspension mit etwas Wasser verdiinnt und gut durchgemischt 
Diese Suspension wurde zum gréBeren Teil zentrifugiert und das Zentri- 
fugat durch Membranfilter geschickt. Es wurde dann die Histaminase- 
bzw. Decarboxylase-Aktivitaét vom Membranfiltrat, vom Zentrifugat 
und von der Suspension, vor und nach dem Gefrieren und Auftauen 
gepriift. Es gelang auf die angegebene Weise nicht nennenswerte 
Fermentmengen in das Membranfiltrat iiberzufiihren. 





ee 


gS 


§ j=) 





Ingen 


rakt 
‘anische 
ANZ 


mene 
ung 


1d mit 
n An- 


terien. 


wurde 
t, was 
wurde 
nischt 

fentri- 
Linase- 
‘ifugat 
ftauen 
swerte 





Diaminoxydase und Histidin-Decarboxylase in Mikroorganismen. 73 


Verhalten der Decarboxylaseaktivitat von Bacterium coli beim Gefrieren. 
Fiir die Versuchsansaétze wurden aliquote Teile der Bacterien- 
suspension zentrifugiert und Membranfiltrate gewonnen. 
Ansitze: 1ceem Fermentlésung + 1 cem 0,2 m_ Kaliumphosphat- 
ldsung + 0,5 cem Histidinlésung (10 mg d- bzw. |-Histidin) + 0,5 cem 
Wasser: Versuchsdauer 16 Stunden bei 37°. 


Tabelle X. Histaminbildung in y. 





Unveriinderte Bacterien- 
Bacterien- suspension nach Zentrifugat Membrantfiltrat Bemerkungen 
suspension dem Gefrieren * 
9000 9000 168 15 Gleiche Aus- 
beuten bei d- 
: : und |-Histidin 
100 100 — 11 bei d-, 15 


bei 1-Histidin 


Durch den GefrierprozeB ist also keine Schadigung der Ferment- 
aktivitaét der Bacterien eingetreten. 


b) Durch Zerreiben der Bacterien mit Seesand 
oder Glaspulver. 

Die Bacterien wurden in feuchtem Zustand mit Seesand bzw. Glas- 
pulver zermahlen. Dabei wurde das Verhaltnis der Gewichte von Glas- 
pulver und Bacterienpaste vielfach variiert. Auch diese MaBnahme 
fiihrte nicht zum Ziel. So bildete die Colisuspension z. B. 1500 y und 
das Membranfiltrat des nach Zerreiben mit Glaspulver gewonnenen 
Extrakts nur 1,5 y Histamin unter denselben Bedingungen. 

Es wurde auch versucht, die Bacterien mit Aceton und Ather zu 
trocknen, um sie dann in der Achatreibschale unter Zusatz von Glas- 
staub griindlicher pulverisieren zu kénnen. Es zeigte sich dabei, dab 
durch Trocknen die im Bacterium coli vorhandene Decarboxylase 
zerst6rt wird. Die im Bacterium fluorescens enthaltene Histaminase 
dagegen blieb erhalten. Trocknete man die Bacterienpaste scharf iiber 
Phosphorpentoxyd, so ging sowohl die Decarboxylase- als auch die 
Histaminaseaktivitat verloren. 

Versuchsbeispiel: Auf Glucose-Agar geziichtete, auf der Zentrifuge 
isolierte Colibacterien werden in Wasser suspendiert. Eine gemessene 
Menge dieser Suspension wird zweimal mit der fiinffachen Menge Aceton, 
zweimal mit Aceton-Ather und zweimal mit Ather niedergeschlagen. 
Nach dem Verdunsten des Athers werden die Bacterien in der Achat- 
reibschale fein gepulvert und dann mit Wasser auf das Ausgangsvolumen 
gebracht. Die unveranderte Bacteriensuspension bildete 450 y, die 
getrocknete nur 60 y Histamin. 
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Bei gleicher Behandlung von Bacterium fluorescens fand sich z. B 
folgende Abbaufahigkeit fiir Histamin: Die unveranderte Bacterien 
suspension inaktivierte 1000 y, die getrocknete Bacteriensuspension 
ebenfalls 1000 y Histamin. Ein Teil der getrockneten Bacterien wurde 
mit der vierfachen Gewichtsmenge Glaspulver in der Achatreibschale 
griindlich verrieben, dann mit Aqua dest. extrahiert. Der Extrakt 
wurde zentrifugiert. Das triibe Zentrifugat, nicht aber das klare Mem- 
branfiltrat, vermochte Histamin zu inaktivieren. 


Versuche zur Freilegung der Bacterienenzyme durch Autolyse. 

Von gewissen Bacterien ist es bekannt, daB sie in Bouillon-Kultur 
iiber langere Zeit geziichtet zum Teil absterben und bei der Autolyse 
ihre Fermente an die Lésung abgeben. Es wurde untersucht, ob Bac. 
terium coli in Glucose-Bouillon bzw. Bacterium fluorescens in gewéhn- 
licher Bouillon Decarboxylase bzw. Histaminase an die Kulturfliissig- 
keit abgeben. Es wurden 2, 3, 4 und 17 Tage nach Anlegung der Kultur 
Proben entnommen und auf die Fahigkeit zur Histaminbildung bzw. 
Histamininaktivierung gepriift, und zwar bei der unveranderten Sus- 
pension, im Zentrifugat, im Membranfiltrat und im Niederschlag. 


Tabelle XI. 


Bildungsfahigkeit einer Probe der Bouillon (1 cem) von B. coli. 





Es werden y Histamin Ziichtungsdauer 
gebildet durch ——— 


atege | 3 tae |e tae | Taw 
Bacterienfreies 55 — 6,0 
Zentrifugat 0,0 0,0 0,0 0,0 
( 
Membranfiltrat | 0,0 0,0 00 0,0 


| —_ 


Ein Coliausstrich, der nach 17tagiger Kultur gemacht wurde, ergab 
kein Wachstum mehr. 

Bei Bact. fluorescens war folgendes feststellbar: Am zweiten Tage 
inaktivierte 1 ccm Bouillon von 50 y : 43 y, am zweiten Tage inaktivierte 
1 cem Zentrifugat von 50 y: 0,0 y, am dritten Tage inaktivierte 1 ecm 
Zentrifugat von 50 y: 0,0 y, am 17. Tage inaktivierte 1 ccm Zentrifugat 
von 20 y: 10 y, das Membranfiltrat 11 y. 


2. Versuch: Am zweiten Tage inaktivierte 1 ccm Bouillon von 
100 y: 100 y, am zweiten Tage inaktivierte 1 ccm Zentrifugat von 
100 y: 0,0 y, am 20. Tage inaktivierte 1 ccm Bouillon von 100 y: 100 y. 
l cem Zentrifugat von 100 y: 90 y, 1 com Membranfiltrat von 20 y : 20 y 
Kin Fluoreszensausstrich nach 20tatiger Kultur ergab normales 
Wachstum. 
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Zur Kenntnis der Spezifitit der Bacterienhistaminase. Messung des 
Sauerstoffverbrauchs in Gegenwart von Histamin und Cadaverin mit der 
Warburg-Methode. 


Die verwendete Colisuspension wurde 24 Stunden gegen Phosphat- 
puffer von px 7,2 dialysiert. In einen Ansatz kamen 8 ccm dialysierte 
Suspension und 0,3 cem m/10 Cadaverin- bzw. Histaminchlorhydrat 
in Phosphatpuffer von py 7,2 gelést. Das zentrale GefiB der Nicolai- 
GefiBe enthielt 10° jige Kalilauge. Es erwies sich als notwendig, die 
Ansatze vor dem Einkippen des Substrats in die Bacteriensuspension 
bei offenen Manometern 15 Stunden bei 37° zu schiitteln, um den Leer- 
verbrauch an Sauerstoff auf ein Minimum herabzudriicken. Dann 
wurden die Manometer 4 Minuten lang mit Sauerstoff durchstrémt und 
nach erfolgtem Temperaturausgleich das Substrat eingekippt. 


Tabelle XII. 





Sauerstoffverbrauch Sauerstoffverbrauch Versuchs- 
Substrat in cmm in emm Differenz dauer in 
ohne Substrat mit Substrat Stunden 
0,6 8,0 7,4 1 
Cadaveri — 0,2 15,6 - 15,4 1% 
adaverin... 4 0.5 me 23.4 22.9 2 
— 2,0 — 37,0 — 35,0 2% 
| 0,6 0,9 1,3 1 
: : 0,2 3,2 3,0 1% 
istam ° 6s r > = 
meteuin | — 0,5 7,4 6,9 2 
1,0 15,6 13,7 2Y, 


Die Werte der Tabelle lassen erkennen, daB sowohl bei Cadaverin 
als auch bei Histamin Sauerstoff verbraucht wird. Bei Cadaverin mehr 
als bei Histamin. 


Tabelle XIII. Messung des Sauerstoffverbrauchs dureh Pilz- 
extrakt in Gegenwart von Histamin bzw. Cadaverin. 





Versuchs- 
dauer in 
Stunden 


Og-Verbrauch O»-Verbrauch 
mit Substrat ohne Substrat 


Differenz 
I. Versuchsanordnung: 2cem Pilzextrakt (Aspergillus orycae) 
+ leem m/15 Phosphatpuffer py 7,2 + 0,3 eem m/10 
Histamindichlorhydratlésung. 


1 4,05 — 2, 2,0 
2 6,62 — 3,5 - 3,12 
5 - 12,1 — 7,5 — 4,9 


IT. Versuchsanordnung: 2ccem Pilzextrakt (Aspergillus orycae) 
+ leemm/15 Phosphatpuffer pq 7,2 + 0,3 cem m/ 10 
Cadaverindichlorhydratlésung. 


1 — 2,05 — 2,04 0,01 
2 3,4 — 3,5 + 0,1 
5 — 5,84 — 7,5 + 1,66 

















76 E. Werle: Diaminoxydase und Histidin-Decarboxylase usw. 


Tabelle XIII. (Fortsetzung.) 





o O»-Verbrauch O,-Verbrauch Pe 
tunden mit Substrat ohne Substrat Differenz 


III. Versuchsanordnung: Der gleiche Pilzextrakt 10 Std. 
dialysiert ergibt a) mit Histamin 


2 — 0,7 — 0,4 - 0,3 
3 — 1,93 — 1,5 — 0,43 
b) mit Cadaverin 
2 +. 1,03 — 0,4 | Kein Sauer- 
3 + 1,03 — 1,5 | stoffverbrauch 


Das histaminzerst6rende Ferment der Pilze greift also das Cadaverin 
nicht an. Ein Versuch, bei dem Cadaverin und Histamin zum Pilz- 
extrakt zugegeben wurden, ergab eine vollstindige Hemmung des 
Histaminabbaus. 


Tabelle XIV. Sauerstoffverbrauch bei dialysierten Pilzextrakten. 





O»-Verbrauch  O»5-Verbrauch 


ilzextre Substra Fade « . 
Pilzextrakt ubstrat mit Substrat ohne Substrat 


Aspergillus niger, 15 Std. dialysiert | Cadaverin Kein Sauerstoffverbrauch 


Aspergillus niger, 20 Std. dialysiert = +9 

Aspergillus oryeae, 20 Std. dialysiert ‘a 9 

Aspergillus orycae, 8 Std. dialysiert ” “9 

Aspergillus orycae, 8 Std. ........ Histamin - 6,7 — 5,3 
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Potentiometrische Mikro-Titrationen 
in ungepufferten Lésungen. 
Von 
H. Kunst und H. Berkelbach v. d. Sprenkel. 
{Aus dem Laboratorium fiir Embryologie und Histologie der Reichs- 
Universitat Utrecht.) 
(Eingegangen am 18, Juni 1941.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Nach der Ausarbeitung einer Methode zur Reinigung von Kollagen, 
wobei die Hydrolysegefahr auf ein Minimum reduziert wurde, war es 
notig, eine spezifische physikalische Konstante des erhaltenen Produkts 
zu bestimmen, um diese bei der Kontrolle der Reinheit als Indikator 
zu verwenden. 

Zu diesem Zwecke wahlten wir den isoelektrischen Punkt. Da 
Salze den isoelektrischen Punkt beeinflussen, ist es erforderlich, den 
I. P. in einer durchaus salzfreien und somit ungepufferten Lésung zu 
bestimmen. 

Dazu ist es also notwendig, genau abgemessene, sehr kleine 
Mengen HCl und NaOH zu reinem Wasser zuzusetzen und nachher 
von diesen ungepufferten Lésungen den py-Wert messen zu kénnen. 


Methode. 
1. Wahl der Elektrode. 

a) Die Wasserstoffelektrode ist zu Messungen in ungepufferten 
Lésungen ungeeignet!. Auch unsere eigenen Versuche auf diesem 
Gebiet miBlangen vollig. 

b) Die Sb-Elektrode war, wie sich zeigte, fiir genaue Messungen 
nicht konstant genug. 

ce) Die Chinhydronelektrode ist unerwiinscht. Wir diirfen das 
Kollagen nicht durch Fremdstoffe verunreinigen. Spater ergab sich 
auBerdem, da Chinhydron in ungepufferten Lésungen sauer reagiert. 

d) SchlieBlich blieb die Glaselektrode tibrig. Da wir keinen Triode- 
elektrometer besaBen, haben wir zunachst versucht, nach den Vor- 
schriften von M. L. Nichols und J. M. Schemp{f?, H. Mouquin und 


1 W.M. Clark, The Determination of Hydrogen Ions (London 1928), 
8. 442. — ? J. Ind. and Eng. Chem. Anal. Ed. 10, 286, 1938. 
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R. L.Garman' Glaselektroden mit geringem innerem Widerstand zu 
machen. Als Mefinstrument verwendeten wir einen Pehavipoten- 
tiometer von Hartmann und Braun, kombiniert mit einem Microid- 
galvanometer von Griffin und Tatlock (inneren Widerstand 10 Ohm). 
Die von uns hergestellten Glaselektroden hatten aber, wie es sich zeigte, 
noch einen so hohen inneren Widerstand, daB sie zu genauen Messungen 
nicht geeignet waren. 

Wir waren also genétigt, ein empfindlicheres Mefinstrument zu 
verwenden, und sind dann zugleich zur Verwendung einer gewéhnlichen 
Glaselektrode tibergegangen. Dazu wahlten wir wegen der groken 
Festigkeit und der kleinen Dimensionen die Coleman-Glaselektrode 
Nr. 3001 F (Kat. 1937). 

2. Mefinstrument. 


Dazu verwendeten wir die Pehavi von Hartmann und Braun, 
kombiniert mit einem Impulsverstérker nach S. B. Ellis und S. J. 
Kiehl®. 

Die Vorziige, die dieses Instrument vor einem Triodeelektrometer 
hat, sind folgende: Man braucht keine groBen sehr konstanten Akku- 
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Abb. 1. Hg. Kalomelelektrode; gl. Glaselektrode; a und 6 Platinkontaktstellen; ¢ Platinkontaktstift ; 

d Feder; e Naturseidenfaden; A, B, C geerdete Blechkiisten; D Kondensator 1000 uuF mit Trolutyl- 

isolation; I, H, II, IV Endpenthoden Nr. 33 (amerikanisch); R, Widerstand 15000 2; R, Dreh- 

widerstand 2500 2; Rz Widerstand 10000 2; Ry, Widerstand 11000 2; 1, 2, 3 Trockenbatterien 

45 Volt mit Abzweigungen von 1!/, Volt; 4, 5 Trockenbatterien 221/, Volt; M Milliamperemeter 
bis 6 Milliampere. 


























! J. Ind. and Eng. Chem. Anal. Ed. 9, 287, 1937. — ? Rev. of Sci. 
Instr. 4, 131, 1933. ; 
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mulatorbatterien und ebensowenig eine kostspielige, zerbrechliche 
Elektrometerlampe und einen empfindlichen, schwingungsfrei auf- 
gestellten Galvanometer, wahrend nur ein sehr geringer Komplex 
hochisoliert zu werden braucht. 


Abb. 1 zeigt das Schema der Schaltung. 


Der Kondensator J ist ein Luftkondensator von 1000 wuF, in dem 
das Isolationsmaterial durch einige kleine Stiickchen Trolutyl ersetzt 
worden ist. An der hochisolierten Seite dieses Kondensators ist eine 
Feder d befestigt, die senkrecht auf ihrem Ende einen kurzen Pt Draht c 
tragt, der mit einem Ende in Kontakt steht mit einer kleinen mit der 
Erde verbundenen Pt-Platte a. Indem man an dem Seidenfaden e 
zieht, unterbricht man diesen Kontakt und zu gleicher Zeit wird der 
Draht C an eine auf Trolutyl isolierte Pt-Platte b angezogen; diese 
Platte ist mit der Glaselektrode verbunden. Der Blechkasten A, in 
dem sich der Kondensator D befindet, wird mit P.O, getrocknet. 

Mit Hilfe von R, wird die Stromstarke auf dem Milliamperemeter MV 
geregelt. Wenn die Glaselektrode nicht mit  verbunden ist, mu8 der 
Milliamperemeter in beiden Standen von d die gleiche Stromstirke 
angeben; wenn dies nicht der Fall ist, so ist die Isolierung von ) un- 
geniigend. 


3. Bereitung neutralen Wassers. 


Nach zahllosen Versuchen ist es uns gelungen, in folgender Weise 
Wasser zu bereiten, das nach Austreibung von CO, einen py-Wert hat, 
der um weniger als 0,1 von 7 differiert. 


Leitungswasser wird 








mit alkalischem K MnO, 8 
in einem Durankolben * r : tex 
destilliert (Kolben und _ bs 
Kiihler sind mit Schlif- 1 ie 
fen versehen). . le D 

Das Destillat wird , ; N 

















méglichst bald noch ein- eee, ( 


mal destilliert mit einem 
Apparat, der in Abb. 2 \ 
dargestellt ist. Der Be- 
halter R ist aus mit Sb R 
gehartetem Zinn herge- 
stellt und mit reinem = : 
Zinn gelétet. Das Rohr <5 A 20 ~ 
C und der Kiihler B be- a 
stehen aus Zinnréhren a tn 
ohne Naht. Die blecherne Abb. 2. 
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Kappe /) und der kleine elektrische Often A dienen dazu, die Dampf 
kondensation am Anfang des Kiihlers zu verhindern. Im Behilter 
hindert ein zweiter Deckel das Uberspritzen des Wassers. Die Erhitzung 
geschieht mittels Gas. 

Der Behalter wird zur Halfte mit Wasser gefiillt (3 Liter). Nach 
einem Vorlauf von 3/, Liter kann 1 Liter Wasser gesammelt werden. 
Nach der Destillation wird der Behalter R ausgegossen, waihrend er 
noch heif ist, damit sich kein Kesselstein bilde. 

Die Destillation mu8 langsam vonstatten gehen, das Destillat mu 
ganz gekiihlt aus dem Kiihler tropfen. Es wird in Becherglaisern von 
Pyrexglas gesammelt, in denen es méglichst bald verwandt werden 
mu. Die Bechergliser werden gereinigt mit einer Mischung von Chrom- 
siure und Schwefelsaure und, nachdem sie mit Lauge ausgespiilt worden, 
wahrend zweier Stunden ausgedimpft. 

Die Verwendung von Quarz bietet keine Vorteile. 


4. Aufstellung. 


Diese zeigt Abb. 3. Damit die Lésung frei von CO, bleibe, ist es 
erforderlich, einen kraftigen N,-Strom durch die Lésung zu leiten. 
Dieser N,-Strom, dessen 
Stromstarke mittels eines 
offenen Quecksil bermano- 
meters kontrolliert wird 
kommt durch die Pyrex- 
rohre A in die Lésung, 
nachdem er durch den 
Glasfilter a filtriert wor- 
den ist. 

Wir verwendeten mit 
gutem Erfolg den reinsten 
N. von der Sauerstoff- 
fabrik Hoek (Schiedam) 
(99,99 °% Nz). Dieses Gas 
wird erst durch einen Zy- 
linder mit festem KOH 

Abb. 3. (in Rotulis von Merck), so- 

dann durch zwei Flaschen 

mit 40° igen KOH-Lésungen und schlieBlich durch eine mit destil- 

liertem Wasser gefiillte Flasche geleitet. Das Gas wird in diesen Wasch- 

flaschen durch Glasfilter fein verteilt; diese Glasfilter wurden nach 
Angaben von H. W. Stone und L. C. Weiss! hergestellt. 




















! J. Ind. and Eng. Chem. Anal, Ed. 11, 220, 1939. 
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lampf 
halter Das Wasser in der letzten Flasche wird jeden Tag erneuert. Alle 
itzuny Verbindungsréhren sind aus reinem Zinn hergestellt. In die letzte Ver- 
bindungsréhre ist der Isolation wegen ein Bernsteinréhrchen ein- 
Nach geschaltet. Die ganze Vorrichtung ist auf Paraffin isoliert. Der Riihrer 
erden ist von Pyrexglas und wird durch einen Gleichstrommotor getrieben. 
nd er Wahrend der Messung wird jedesmal die Verbindung mit dem Motor 
unterbrochen. Der Deckel C ist eine Ebonitplatte. 
t mul 
aon 5. Behandlung der Glaselektroden. 
verden Die Glaselektrode wird regelmaBig geeicht mittels Pufferlésungen 
‘hrom- nach Kolthoff (hergestellt von /. Slis, Apotheker in Utrecht), dann mit 
orden. destilliertem Wasser sorgfaltig abgespritzt. War eine energischere 
Reinigung n6tig, so leistete uns gute Dienste das Waschen in Ipegon 
(einer AuBerst wenig alkalischen Seife, die uns Dr. A. J. de Jong von der 
Abteilung Fabriksdirektion der Leverszeep Mij. zu Vlaar- 
dingen wohlwollend zur Verfiigung stellte) und das Ab- l 
tet os reiben mit japanischem Seidenpapier. 
isiten. Die Elektrode wird immer in destilliertem Wasser auf- 
dessen gehoben, wahrend dafiir gesorgt wird, daB sie nie in einer A 


$ eines 


ses Gas 


Lésung, die mehr als 1 py von dem Neutralpunkt entfernt 
ist, verwendet. wird. 


konzentrierten KCl-Lésung gefiillt ist (J in Abb. 3). 










— 








‘mano- | 
. fy. + 
; wird _ 7 . a HB 
p 6. Vergleichselektrode. f 
yrex- ; m : , | 
; Die von uns verwandte Kalomelelektrode wird in | 
in Abb. 4 gezeigt. Die eigentliche Kalomelelektrode befindet |: i 
i aoe. sich im PyrexgefiB B, das eine auBerst kleine Offnung C | =I, 
hat, und das sich in einem Gefa8 A mit n/10 KCl befindet, ay j 
ee ¢ ‘ \ 
ae mit das mit einem Hahn versehen ist. Das andere Ende des a 
; ; ; aia ne || | 
idmakon Hahnes # ist zu einer Kapillare verjiingt. [| 
sretott. Wahrend der Messung bleibt R geschlossen und steckt I+ ‘ 
iedam) das Ende der Kapillare in einem Becherglas, das mit einer Co} 
« yy ' 


Die Verbindung dieses Becherglases mit der zu unter- 


-.. 
, suchenden Fliissigkeit in /7 geschieht durch eine Briicke B, 
ck), $0- die aus einem Kapillarhahn hergestellt ist. Das Ende des | 
addon Schenkels 6 der Briicke, das in der Mefflissigkeit steckt, r | 
easil.- zeigt JJJ in Abb. 3. Die kleine Offnung (27 » Durch- 
Wesch- messer) wurde gemacht, indem man den Schenkel erst zu- 
s Sdhach schmolz und sodann abschliff, bis das Lumen eben ge- l. 
éffnet war. Der Vorzug vor einer zu einem feinen Kapillar- mee 


rohr verjiingten Spitze ist der, da auf einer langen Strecke 





nie eine kleine Elektrolytkonzentration entstehen kann, welche un- 
_ regelmaBig sich andernde Diffusionspotentiale hervorriefe. Nun ist 
Biochemische Zeitschrift Band 309. 6 
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eine gréBere Menge KCl in nachste Nahe von reinem Wasser ge- 
bracht worden, wahrend die sehr kleine Offnung eine Mischung auf 
ein Minimum reduziert. Diese Briicke wird mit einer konzentrierten 
KCl-Lésung (34%) gefiillt, wonach der Hahn R geschlossen wird. 
Nach _sorgfaltigem Abspritzen des Schenkels b wird die Briicke 
zwischen die Becherglaser gestellt. Das Niveau in J steht um + 1 em 
hoher als das in JJ. Wahrend der ganzen Titration bleibt R geschlossen. 

In dieser Weise ist es uns gelungen, eine Verbindung zwischen der 
konzentrierten KCl-Lésung und der zu untersuchenden Fliissigkeit 
herzustellen, wobei keine Strémung von der KCl-Lésung nach der zu 
untersuchenden Fliissigkeit stattfindet, wahrend die Diffusion der 
KCl-Lésung auf ein Minimum beschrankt wird. Diese Vorsorgen sind 
nétig, damit das Wasser nicht mit KCl verunreinigt werde, zumal, wie 
sich spater zeigte, sogar das reinste KCl das gemessene Potential in der 
sauren Richtung verschiebt. 


7. Biiretten. 

Da es nétig ist, NaOH und HCl in Mengen von 1 cmm der zu 
untersuchenden Fliissigkeit zuzusetzen, haben wir folgende Biiretten 
benutzt. 

Die HCI-Biirette besteht aus einer Jenaer Kapillare (1/. mm Durch- 
messer), die V-férmig umgebogen ist. Ein Schenkel ist am Ende itiber 
eine Lange von 2 cm zu einer sehr feinen Kapillare verjiingt, der andere 
Schenkel auf Millimeter kalibriert und tiber dessen Ende ist ein Gummi- 
schlauch geschoben, der mit einem Quetschhahn geschlossen ist. Dieser 
Gummischlauch, der als Quecksilberbehalter dient, liuft durch eine 
kupferne Hiilse, von der drei Wande fest sind, wahrend die vierte 
mittels einer Schraube verstellbar ist. Wenn man an der Schraube 
dreht, wird das Quecksilber an der Kalibrierung entlang hinaufgefiihrt, 
wodurch zu gleicher Zeit ein ablesbares Volumen HCl aus dem anderen 
Schenkel gepreBt wird. Wahrend einer Titration steckt die Spitze der 
Biirette in der zu untersuchenden Fliissigkeit. 

Bei der NaOH-Biirette ist es ndtig, daB die Vorratsflasche fort- 
wihrend mit der Biirette verbunden ist. Da es unsere Absicht war, mit 
einer praktisch véllig CO,-freien NaOH-Lésung zu arbeiten, entwarfen 
wir folgende Biirette (Abb. 5): Eine Kapillare, die der oben beschrie- 
benen HCl-Biirette gleich ist, ist mit einer umgebogenen kapillaren 
Seitenréhre a versehen, die durch einen Hahn FR verbunden ist mit der 
mit der NaOH-Lésung gefiillten Vorratflasche J77. Um die Lauge in 
die Biirette zu pumpen, wird mit dem Gummiballon durch die Natron- 
kalkréhre e ein Druck ausgetibt auf das Rizinus6l in J. Dadurch 
wird der Druck auf den Stickstoff tiber der NaOQH-Lésung tibertragen 
Wenn die Biirette gefiillt ist, wird R geschlossen und der Druck aut 
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das Rizinusél aufgehoben. R soll ein auBerst genau schlieBender Hahn 
sein, der durchaus nicht lecken darf bei dem ziemlich hohen Druck. der 
erforderlich ist, die Lauge aus der Biirette durch die feine Spitze zu 
pressen. Wenn die Biirette nicht benutzt wird, wird die Spitze ab- 
geschlossen mit einem kleinen GefaB /, das eine konzentrierte KOH- 
Lésung enthalt. 

Zu der Wahl dieser auf den ersten Blick komplizierten Einrichtung 
haben wir uns erst entschlossen, als sich gezeigt hatte, daB bei einem 
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Abb. 5. 


einfacheren Apparat, wobei der Luftdruck durch eine Natronkalkréhre 
unmittelbar auf die Lauge iibertragen wurde, auf die Dauer ein wenig 
CO, in die NaOH-Lésung geriet. 

Wir wahlten Rizinusél, da diese Fliissigkeit einen geringen Dampf- 
druck hat und kein Wasser anzieht, wihrend sie auBerdem die Gummi. 
verbindung c nicht angreift. Kin Nachteil dieser Fliissigkeit ist, daB 
durch die hohe Viskositat die Druckiibertragung langsam stattfindet. 


6* 
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Das Fiillen der Vorratsflasche. Wenn die Biirette gereinigt und 
getrocknet worden ist, wird wahrend einer halben Stunde CO,-freier N,, 
durchgeleitet. Dabei wird der Schliissel von Hahn R weggenommen, 
die Einfiillréhre d geschlossen, wahrend der N, durch c eingeleitet wird. 
Gleich darauf wird, nachdem R geschlossen worden, die Biirette durch 
d mit CQ,-freier Lauge gefiillt und dann wird die Biirette mit der 
Flasche mit Rizinusél J verbunden, in der das Rizinusél bis oben in die 
Roéhre 6 hinaufgepumpt worden ist. 

Die CO,-freie Lauge stellen wir folgendermaBen her: Ein Jenaer 
Ballon von einem halben Liter (Abb. 6) wird mit 400 cem zweimal 
destilliertem Wasser gefiillt, wihrend 20 Minuten lassen wir einen kraftigen 

CO,-freien No-Strom durch die Fliis- 


° sigkeit gehen. Dieser wird durch a 
| | eingeleitet. Inzwischen werden 90 mg 
I | Na unter Petroleum abgeschnitten 
¥ und eingewogen und sodann, ohne 
| daB man es abgewischt hatte, in den 


a Ballon eingetragen, waihrend der N,- 
ae ey a \ Strom weitergeht, bis alles Na auf- 
\ gelést ist. Dann wird der kleine 
Gummischlauch am Ende von a fest 
auf die Einfiillréhre d der Biirette 
(Abb. 5) gedriickt und, indem der 
Hahn ge6ffnet wird, wird die Vorrats- 
flasche der Biirette mit der NaOQH- 
ll R Losung gefiillt. 





8. Die Messung. 


ie « Vor jeder Messung werden die 
' Glaselektrode, die Gaseinleitréhre 
und der Riihrer (Abb. 3) 20 bis 30 Minuten lang mit 6fters erneuertem, 
zweimal destilliertem Wasser gewaschen. Dann wird ein Pyrexbecher- 
glas mit frisch gesammeltem Wasser an die Ebonitplatte C geklemmt, 
nachdem die Glaselektrode bis iiber die Oberfliche der Fliissigkeit 
herausgehoben worden ist. Wahrend 15 Minuten wird nun ein kraftiger 
N.-Strom durchgeleitet, der auch wahrend der Messung nicht unter- 
brochen wird. Dann kann, nachdem man die KCl-Briicke und die 
Glaselektrode eingesetzt hat, die Messung anfangen. 


Ergebnisse. 
I. Fiir das reine Wasser fanden wir einen py-Wert, der meistens 


um viel weniger als 0,1 von 7 verschieden war und wahrend langer Zeit 
konstant blieb. Dennoch ist es nétig, frisch destilliertes Wasser zu 
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verwenden, da neutrales Wasser, nachdem man es einige Tage in einem 
Pyrexkolben bewahrt hat, immer merkbar sauer reagiert. 

If. Zu 75 cem von solchem neutralen Wasser wird nach Austreiben 
von CO, 0,01 Mol. von einem ,,neutralen’ Salz zugesetzt, wonach der 
pu-Wert gemessen wurde. 

KCl, erstens von Merck p.a., 

zweitens von Kahlhaum p. a., 

drittens von Merck p.a., das nach wiederholtem Umkristalli- 
sieren in einem Exsikkator tiber P.O, getrocknet war, 

viertens KCl von Merck p. a., getrocknet in einem elektrischen 
Ofen bei 156°C, 

fiinftens KCl von Merck p.a., einmal umkristalliriert aus 
alkalisch gemachtem Wasser und dann wiederholt aus 
reinem Wasser umkristallisiert, 


verschob, wie sich zeigte, in allen Fallen das Potential der Glaselektrode 
in der sauren Richtung. Auch andere neutrale Salze in reinstem Zustand 
anderten, wie es sich ergab, das Potential der Glaselektrode betrichtlich. 


Tabelle I. 





PIMENONMIY els Wes cea ce bebe seeelobos 464 mV 
rt eB oly aos EE EAs edad ee og 411 mV, sauer 
RS aa caaewagi ta te fen a were 402 mV, ,, 

Re Nee es ae ye gale Oe hale Beg ears 435 mV, schwach sauer 
Rts 2) Be AE yr CE a ee aera planes 330 mV, stark sauer 
RS AN Rl pict! aS nEE cms dee cake 503 mV, alkalisch 
IE nl we te es a a 625 mV, sehr stark alkalisch 
eee EY Se es eS ee te sauer 
K Br OS. MOR ros oo ici his Geen ro 
NaCl (ge- in 75 ccm 

SNE OF lr te oe ay or gleam f stark alkalisch 
REA: aapertsah oR Se ee dae ee 512 mV, alkalisch 
MED. Sette mete. ost) POS: Se meyers atyay 412 mV, sauer 
Rare | a ee Oe eee pert Ue 487 mV, schwach alkalisch 
eM ee Sate eee a eee agg ode 475 mV, a 
era Se rr! TR SES, ak eee es 417mV, sauer 
OC EREGAin RURRE ymaeteh se (tines mctee 9 als Wey at 397 mV, ;, 





Wir neigen dazu, diesen EinfluB auf den py-Wert von Wasser der 
Hydrolyse der Salze zuzuschreiben, aber dennoch diirfen wir die Méglich- 
keit, daB die Salze Unreinigkeiten enthalten kénnten, die sich nicht 
daraus entfernen lassen, nicht unbeachtet lassen. Als dritte Méglichkeit 
bleibt die Wirkung des Elektrolyts auf die Elektrode. Die Anderung 
des py nach Zugabe von KC\ ist viel zu groB, als daB wir sie einfach der 
Aktivitatsinderung der H-Tonen zuschreiben diirfen nach der Formel: 


Wlog {, = — 0,355 2? | De; 22. 
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Bei NaCl z. B., das nach dem Reinigen noch feucht geschmolzen 
wird, ist es sehr wahrscheinlich, daB das Salz Bicarbonat enthalt 
woraus CO, durch den N,-Strom langsam vertrieben wird. Gerade be: 
diesem Salz finden wir, daB der py-Wert wahrend langer Zeit langsam 
steigt. 

III. Bestimmung der Relativkonzentration. Reinem Wasser wurde, 
nachdem das py gemessen und die Glaselektrode aus der Fliissigkeit 
gehoben worden war, auf einmal 50 emm HCl zugesetzt und dann 

40 ecmm NaOH. Darauf wurde die Elektrode wieder in die Lésung 
eingesetzt und diese langsam bis zum Neutralpunkt titriert. 

Auf diese Weise fanden wir folgende Mengen Na OH, die erforderlich 
sind, 50 emm HCl zu neutralisieren : 42,7, 42,3, 42,3, 42,0, 42,6, 42,0 emm. 
Dieselbe Bestimmung, aber angefangen mit Na OH, ergab das Folgende : 
um 45emm NaOH zu neutralisieren, war nétig: 50,6, 50,2, 50,6, 50.5, 
50,5, 50,7, 50,7, 51,0, 50,4, 50,5 emm HCl. 

Es ergibt sich also, daB auf der sauren Seite ein Teil der Saure 
verschwindet, oder auf der alkalischen Seite ein Teil der Lauge. 

Wir haben dann untersucht, ob dieses Verschwinden von Saure 
oder Lauge von der Zeit abhangig sei, wahrend welcher die Lauge oder 
die Saure sich frei im Becherglas befindet. 

Dazu haben wir sowohl in einem Pyrexbecher wie in einem Quarz- 
becher (Berliner Quarzschmelze) folgende Versuche angestellt: 

Nach dem Messen des py-Wertes des Wassers und dem Ausheben 
der Glaselektrode setzten wir 50cmm HCl zu. Nach 1 Stunde wurde 
in der gewohnten Weise bestimmt, wieviel cmm NaOH ndtig seien., 
diese Lésung zu neutralisieren. Diese Mengen waren im Quarzgefal 
wie im PyrexgefaB ebenso groB wie die Mengen, die nétig waren, wenn 
gleich nach Zusatz von Saure neutralisiert wurde. 

Sodann wurden nach dem Messen des py-Wertes des Wassers und 
‘nach dem Ausheben der Elektrode 45 cmm NaOH zugesetzt und nach 
1 Stunde neutralisiert. Nun ergab es sich, da8 in Pyrex nur 48 cmm 
HCl zum Neutralisieren nétig waren, wahrend in Quarz 45cmm HC! 
die Lésung schon stark sauer machten. Es ergibt sich also, daB in Pyrex, 
und noch viel mehr in Quarz, bei langem Warten eine betrachtliche 
Menge Alkali verschwindet. 

Wir bekommen also den Eindruck, da$ die Titrationen nur auf der 
sauren Seite richtige Aquivalenzverhaltnisse geben. 

Wir haben die schnellen Titrationen auch wiederholt mit NaOH. 
die ein wenig CO, enthielt. Die Tatsache, daB die NaOQH-Lésung CO, 
enthalt, verrait sich dadurch, daB bei der Neutralisation mit Saure das 
Potential nach jedem Zusatz von Saure auf der schwach alkalischen 
Seite langsam ansteigt, weil in dieser Gegend CO, ausgetrieben wird. 
Bei Verwendung véllig CO,-freier Lauge aus der Biirette Abb. 5 unter- 
bleibt diese Steigung ganzlich. 
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Sehr merkwiirdig ist es, daB wir bei dieser Lauge keinen Unterschied 
des Ergebnisses zwischen einer Titration auf der sauren Seite und einer 


solchen auf der alkalischen Seite fanden. 


Tabelle II. 


Saure Seite: 49,9cemm HCl ist aquivalent mit 45emm NaOH 
Alkalische Seite: 49,8 ,, bie es % se eg ” 
Saure Seite: 50,0 _,, siavien 9 » 45 ,, ” 
Alkalische Seite: 49,9 ,, ee ae ‘ns eur Me ae ns 


Nachdem wir das Konzentrationsverhaltnis zwischen Lauge und 
Saure bestimmt hatten, stellten wir in gleicher Weise die Absolut- 
konzentration der Lauge mit Hilfe einer n/100 Adipinsiurelésung fest. 

IV. Form der py-Kurve im Neutralpunkt. Auf Grund der jetzt 
bekannten HCl- und NaOQH-Konzentration haben wir die theoretische 
pu-Kurve aufgestellt (siehe Abb. 7). 
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Abb. 7. 


In Abb. 8 zeigen wir die experimentell ermittelte pq-Kurve in der 
Nahe des Neutralpunktes. Das Wasser hatte anfangs einen py-Wert 
von 422 mV. Wir titrierten mit Mengen von | Biirettenteil!, bis 10 Bii- 
rettenteile NaOH zugegeben waren, und dann wieder zuriick bis 
17 Biirettenteile HCl usw. Aus dem Vergleich mit der theoretischen 
Kurve ergibt sich, daB die Experimentalkurve weniger steil ist, was 
wir auf Adsorption zuriickfiihren. Wegen der Form der Abbildung 
ist es besonders schwer, den steilsten Teil der Kurve anzugeben, 
und somit ist es nahezu unmédglich, den Neutralpunkt zu_be- 


1 Die Bezeichnung Biirettenteile bezieht sich auf die Einteilung unserer 
Biirette in halbe em (hem). Ein hem unserer Laugebiirette hat einen Inhalt 
von 1,239 cmm, ein hem der Saéurebiirette einen von 0,945 emm. 
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stimmen. Je geringer die Menge der zugegebenen Saure oder Lauge 
um so weniger steil verlauft die Kurve, erstens, weil die H- und OH 
Ionen des Wassers eine immer bedeutendere Rolle spielen, je ge- 


ringer die zugefiihrte Quantitaét Saure oder Lauge ist, und zweitens 
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ringeren Konzentrationen arbeitet, die Genauigkeit der Titration 


nicht unbegrenzt steigern. Weil die Ergebnisse, wie sich zeigte, stark 
durch Adsorption beeinflu8t wurden, versuchten wir auch die An- 
wendung von GefaiBen aus anderem Material. In Silber war die Adsorp- 
tion der in Pyrex ungefahr gleich, in Quarz etwas stirker. 

In Abb. 9 zeigen wir die Kurve einer Titration mit NaOH in einer 
Lésung, die 1% KCl enthalt. An dieser Kurve sieht man deutlich die 
Pufferwirkung von KCl, auch von der S-Form ist nicht viel mehr 
iibriggeblieben. 
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1 Die Bezeichnung Biirettenteile bezieht sich auf die Einteilung unserer 
Biirette in halbe em (hem). Ein hem unserer Laugebiirette hat einen Inhalt 
von 1,239emm, ein hem der Saurebiirette einen von 0,945 cmm. 
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Zusammenfassung. 


1. Es ist moglich, mit Hilfe einer Glaselektrode den py-Wert reinen 
Wassers zu bestimmen. 

2. Es ergibt sich, daB ,,Neutral‘‘-Salze in dem praktisch reinsten 
Zustand den gemessenen pxy-Wert reinen Wassers andern. 

3. Es ist méglich, mit geringen Mengen (bis 50 cmm n/100) Saure 
und Lauge mit praktisch geniigender Genauigkeit potentiometrisch in 
ungepufferten Lésungen zu titrieren. 

4. Es ergibt sich, daB verdiinnte Lésungen von ,,Neutral‘‘-Salzen 
(z. B. 1°, KCl) deutlich puffern. 

5. Bei Neutralisation mit CO,-freier Lauge sind die Aquivalenz- 
werte, die auf der sauren und auf der alkalischen Seite des Neutral- 
punktes gefunden werden, einander nicht gleich. Auf der alkalischen 
Seite verschwindet, wie es sich zeigt, ein Teil der Lauge. Diese Menge 
ist abhangig von dem Material, aus dem das Gefib hergestellt ist, und 
von der Zeit, waihrend welcher sich die Lauge frei in dem GefaB befindet 

















Uber den Einflu8 von seleniger Siiure auf die 
Citronensiurebildung durch Aspergillus niger’. 
Von 


H. Knebloch und J. N. Mikseh. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Nahrungsmittelchemie 
der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Eingegangen am 3, Juli 1941.) 


Mit 21 Abbildungen im Text. 


Die Citronensaurebildung aus Zucker durch Aspergillus niger- 
Stamme ist ein Stoffwechselvorgang, der oft durch verschiedene, teils 
unbekannte Faktoren in entscheidender Weise beeinfluBt wird. So 
konnte 7. B. in einer friiheren Mitteilung festgestellt werden, daB bei 
Verwendung einer bestimmten Rohzuckerart im Gegensatz zu Rein- 
zucker die Saurebildung durch den Aspergillus niger-Stamm 20 be- 
trachtlich stimuliert wurde2. Aus den Untersuchungen ergab sich die 
Wahrscheinlichkeit, daB der wirksame Stoff anorganischer Natur ist. 
Bei der Uberpriifung einer Reihe von Verbindungen verschiedener 
Elemente zeigte sich die auffallende Tatsache, daB die Sauren des 
Selens bzw. auch des Tellurs eine iiberaus férdernde Wirkung auf den 
SaurebildungsprozeB8 des Aspergillus niger-Stammes 20 ausiibten. 


In der Literatur finden wir verschiedene Hinweise iiber die Wirkungen 
seleniger Saéure auf das Wachstum und auf die Stoffwechselvorginge von 
héheren Pflanzen* und auch von Schimmelpilzen*. Diese Saure bewirkt 
in geringen Konzentrationen eine Stimulierung des Wachstums; so wird 
,z. B. durch 10-* bis 10-4°% die Trockensubstanz von Penicillium Rocque 
forti bis um 37% erhdht*. In gréBeren Konzentrationen tritt jedoch deutlich 
eine Giftwirkung auf, An héheren Pflanzen kommt es zu einer Chlorose 
und bei gréBeren Dosen zum volligen Absterben®. Uber den Chemismus 
der Giftwirkung liegen Untersuchungen an Hefe vor®; es soll sich dabei 
um eine Hemmung des Enzymsystems der Glykolyse handeln, die dadurch 
zustande kommt, daB das Selen mit dem Glutathion eine Verbindung 


* XIII. Mitteilung in der von K. Bernhauer u. Mitarbeitern begonnenen 
Reihe: Uber die Saéurebildung aus Zucker durch Aspergillus niger. — Vg! 
auch J, N. Miksch, Dissertation Prag, Deutsche Karlsuniversitat, 1941. 

2 K. Bernhauer, A. Iglauer u. H. Knobloch, diese Zeitschr. 307, 298, 1941. 

3 Stoklasa, ebenda 130, 604, 1922; V. BE. Levine, J. Bot. 12, 82, 1925; Trellas: 
Martin, Science N. Y. 1988, I, 70. — 4A. Nemec u. V. Ka3, diese Zeitschr. 

114, 12, 1921. — *® Martin, Amer. J. Bot. 23, 471, 1936. — ® V. R. Potter 

u. C. A. Elvehjem, Biochem. J. 30, 188, 1936. 
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eingeht. Auch an anderen Enzymen wurden Hemmungen beobachtet; so 
wurde z. B. die Einwirkung von seleniger Saure auf die Succinodehydro- 
genase des Muskels von R. Labes und H. Krebs untersucht '. 

Die Veranderungen, die die Selenite (auch Tellurite) durch die Ein 
wirkung von Mikroorganismen erleiden, nimlich die Reduktion zu rotem 
metallischem Selen bzw. grauem elementarem Tellur, fielen schon friihzeitig 
auf und dienten sogar als Indikator fiir bacterielle bzw. Schimmelpilz- 
infektionen?. Auch die Bildung von charakteristisch riechenden Ver- 
bindungen (Selen- bzw. Tellurmethyl) durch Schimmelpilze auf Se- bzw. Te- 
haltigen Nahrbéden ist bereits seit langem bekannt®. 

Im folgenden soll iiber Untersuchungen berichtet werden, in 
denen der EinfluB der selenigen Saure auf die Citronensaurebildung 
und dessen Abhangigkeit von verschiedenen anderen Faktoren naher 
studiert wurde. Die Versuche wurden in Oberflichenkultur durch- 
gefiihrt, da die Citronensaéurebildung in submersen Kulturen bislang 
noch keine befriedigenden Resultate ergibt. 


Einflu8 der zugesetzten Menge an seleniger Siure. 

Wie aus Vorversuchen geschlossen werden konnte, lag die letale 
Dosis an seleniger Saure fiir Aspergillus niger unter den von uns ge- 
wahlten Kulturbedingungen zwischen 0,05 und 0,01°%. Sie ist, ebenso 
wie die Konzentration, die eine Stimulierung der Citronensadurebildung 
bewirkt, von verschiedenen Faktoren abhangig, so z. B. von der Art 
des verwendeten Zuckers (Roh- oder Reinzucker), von der Tempera- 
tur usw. Die Konzentration von 0,01°% erlaubte zumeist noch die 
Keimung der Sporen und die Bildung einer, wenn auch stark geschadigten 
und im Wachstum gehemmten Decke. Ihr Aussehen wich von dem 
normalen Bild sehr stark ab, sie war wasserig, bildete keine Vermehrungs- 
organe aus und sank bald (nach 4—5 Tagen) auf den Boden des Kolbens. 
Bei geringeren Zusatzen (0,001—0,003°,) war das makroskopische 
Aussehen nur wenig verandert. Die Unterseite der oft stark gefalteten 
Pilzdecke war stellenweise von abgeschiedenem Selen rétlich gefarbt. 
Es kommt zur Ausbildung von Vermehrungsorganen, jedoch sind die 
Sterigmen unregelmaBig, haufig angeschwollen, und tragen nur wenige 
Sporen, die oft gleichfalls miBgestaltet sind. Die Kulturen entwickelten 
einen iiberaus intensiven, knoblauchartigen Geruch. 


Der EinfluB der selenigen Saure (in Konzentrationen von 0,001 bis 
0,002 °4) auf die Citronensdiurebildung durch den Aspergillus niger- 
Stamm 20 besteht in einer wesentlichen Beschleunigung des Prozesses, wo- 
bei auch eine Erhéhung des Séuremaximums auf fast das Doppelte 


1 R. Labes u. H. Krebs, Fermentforsch. 14, 430, 1935. 2 Gosio, 
Centralbl. f. Bakt. IT, 16, 258, 1906. 3 Maasen, Arb. d. Gesundheitsamtes 
18, 475, 1902; M. L. Bird u. F. Challenger, J. chem. Soc. 1989, 8. 163. 
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eintritt (Abb. 1); ein Zusatz von 0,004 °% seleniger Saure bewirkt eine 
deutliche Hemmung; die Menge an gebildeter Saure ist  betrachtlich 
geringer, 
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Abb. 1. Beeinflussung der Siurebildung durch verschiedene Konzentrationen von seleniger Saur 
15%, Reingucker, Weidenbusch, mit folgenden Niihrsalzen: 0,2°% NH,NO,, 0,1% KH,PO, 
0,025 % MgSO 4, 0,01 n an HCl. (Kiinftig als n. NS. bezeichnet.) 1. Ohne Zusatz, 2. mit 0,001 

3. mit 0,002, 4. mit 0,003, 5. mit 0,004% seleniger Siiure. Pilzstamm 20. 
Die Kurven stellen die Mittelwerte der Titrationen von drei Parallelversuchen fiir 100 ccm Nihr- 
lésung, ausgedriickt in cem n/10 KOH, dar. 





Abhingigkeit der Wirkung der selenigen Siure von der Zuckersorte. 


Die Stimulierung der Saiurebildung des Aspergillus niger-Stammes 20) 
durch H, Se O, ist, wie schon oben angedeutet, auch sehr von der Art des 
verwendeten Zuckers abhangig. Uber den EinfluB der Zuckersorte auf 
die Citronenséurebildung wurde schon in einer friiheren Mitteilung 
berichtet. Wie aus den Abb. 2—6 hervorgeht, kann die Wirkung der 
selenigen Saiure entweder nur geringfiigig sein und in einer Erhéhung 
des Séauremaximums um beilaufig 1/, bestehen (Abb. 2, 3 und 6) (etwa 
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Abb. 2. Abb. °. 


Abb. 2. Abhiingigkeit des Einflusses der selenigen Siure von der Zuckersorte. 15°, Rohzucker 
Weidenbusch 1938, n. NS.; Kurve 2: dasselbe, jedoch unter Zusatz von 0,001 °% seleniger Siure 


Abb. 3. Wie Abb. 2, jedoch Rohzucker Schdller, Tschakowitz 1939. 


100 cem n/10-Lauge je 100 cem Nahrlésung), oder sie kann den Saure- 
ertrag auf das Doppelte und dariiber steigern (Abb. 4 und 5). Es lag 
nun die Frage nahe, ob diese Ergebnisse zufillige seien, die man 
nicht wieder reproduzieren kann, oder aber ob es sich dabei um Faktoren 
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Abb. 5. 


Wie Abb. 2, jedoch Rein- 


zucker Weidenbusch 1938. 
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Wiederholung der Versuche iiber den Einflu®B von seleniger Séure auf 


giirung bei verschiedenen Zuckersorten. 
j der Abb. 4, Kurve 3 und 3a der Abb. 2. 


tration (0,005 %) seleniger Siéure dar. 


die Citronensdure- 


Kurve 1 und la entspricht der Abb. 6, Kurve 2 und 2a 
Die Kurve 3b stellt den Einflu®B einer hOheren Konzen- 
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handelt, die konstant wirken, die sich also bei einer Wiederholung der 
Versuche (vorausgesetzt, daB der Pilzstamm nicht degeneriert) in 
gleicher Weise auBern. In Abb.7 sind die Kurven eines Versuchs 
wiedergegeben, bei dem unter denselben Bedingungen drei der Zucker- 
sorten nochmals mit und ohne selenige Saéure untersucht wurden, das 
Zeitintervall zwischen beiden Versuchsreihen betrug 10 Tage. Man sieht 
beim Vergleich der Abbildungen, da& wohl gewisse Unterschiede in der 
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GréBe der Siurebildung bestehen, daB aber der allgemeine Verlauf der 
Kurven der gleiche ist. Die geringe Wirksamkeit der selenigen Saure 
in einigen Fallen lieB es als méglich erscheinen, daB fiir verschiedene 
Zuckersorten eventuell auch verschiedene Konzentrationen seleniger 
Saure eine optimale Stimulierung ergeben. In der Tat konnte auch bei 
Rohzuckersorten nachgewiesen werden, daB ein Zusatz von 0,005 °,, 
seleniger Saéure den giinstigsten EinfluB hatte (Abb. 8). GréBere Mengen 
ergaben das gleiche Bild einer Schidigung wie bei Reinzucker. 


Abhiingigkeit der Stimulation von verschiedenen Faktoren. 


a) Zeitpunkt des Zusatzes. Die Beeinflussung der Citronensduregarung 
durch die selenige Séure kann grundsitzlich auf zwei Arten erfolgen. 
Ein Mycel, das in Gegenwart von H,Se Og, zur Entwicklung gekommen 
ist, kann besser zur Séiurebildung geeignet sein als ein solches, das ohne 
diese Verbindung gewachsen ist. Die andere Méglichkeit besteht darin, 
daB der Vorgang der Citronensauregarung an sich durch selenige Saure 
beeinfluBt wird. Wire das letztere der Fall, so miiBte auch ein Zusatz 
derselben nach vélliger Entwicklung der Pilzdecken, also zwischen 
3. und 5. Tag noch wirksam sein. Wie die Versuche jedoch ergaben. 
ist die Anwesenheit der selenigen Saiure waihrend des Wachstums der 
Decken nétig, um eine Erhéhung der durch den Pilz gebildeten Saure- 
menge zu bewirken. 56 Stunden nach der Impfung zugefiigte selenige 
Saure ist schon schwacher, nach 96 Stunden zugesetzte vollig unwirksam 
(Abb. 9 und 10). Uber den Mechanismus der Stimulation der Saure- 
bildung laBt sich gegenwirtig noch nichts Genaues sagen. Sie berulit 
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jedenfalls weder in einer Beschleunigung des Pilzwachstums, noch aber 
in einer Wachstumshemmung, da die Mycelgewichte in Versuchen mit 
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Abb. 9. Abhingigkeit der Wirkung der selenigen Saiure von der Zeit des Zusatzes. 


Abb. 10. 
1, Ohne Zusatz, 2. bei der Lmpfung Zusatz von 0,005 %% seleniger Siure, 


b) Temperatur. Das Temperaturoptimum der Citronensauregarung 
mit Aspergillus niger liegt bei etwa 30—32°C: es ist interessant, aber 
daB sich gerade bei dieser Temperatur auch der 


nicht unerwartet, 


Wie Abb. 9, jedoch Rohzucker Schdller 1939. 
3. Zusatz nach 96 Stunden. 
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Abb. 11. Abhingigkeit der Wirkung der selenigen Siiure von der Temperatur. 
7°. Die mit @ bezeichneten Kurven stellen den SAuerungs- 


1, 25 bis 27°, 2. 30 bis 32°, 


3. 35 bis 37 


verlauf bei Zusatz von 0,002°, seleniger Sdure dar. 


. Ohne, 2. bei der Impfung Zusatz von 0,003 °, seleniger Siure, 3. Zusatz nach 24, 4. nach 56 Stunden. 
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” 


giinstigste Einflu8 der selenigen Saure geltend macht. Bei 25-270 
ist ihre frdernde Wirkung gering, bei 35—37° tritt jedoch eine deutliche 
Hemmung zutage, waihrend die Girung ohne Zusatz noch norma! 
verlauft (Abb. 11). 

c) Anfangs-py-Wert. In einer friiheren Mitteilung! wurde gezeigt. 
da der py-Wert der Nahrlésung, besonders bei manchen Rohzucker-. 
arten, von entscheidender Bedeutung fiir den Verlauf der Saurebilduny 
durch den Pilz Aspergillus niger (Stamm 20) ist. Beobachtet man das 
Verhalten von Aspergillus niger auf dem gleichen Zucker, bei einem 
Zusatz von 0,005 % seleniger Saure, so zeigt es sich, daB die giinstigste 
Sauerung dann erzielt wird, wenn die Lésung etwa 0,03 n an HCl ist 
wihrend in Versuchen ohne selenige Saéure die héchste Aciditaét auf 
Nahrbéden erreicht wurde, die 0,09n an HCl waren (Abb. 12). Man 
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Abb. 12. Der Einflu8 des py-Wertes der Lésung auf die Wirkung der selenigen Siiure. 


Die Kurven — —-—-— stellen den Girverlauf bei Zusatz von 0,005°% seleniger Siiure dar, div 
Kurven ———— den Siuerungsverlauf ohne Zusatz. (Rohzucker Schéller 1939.) 


ersieht daraus, daB bei der Beurteilung des Einflusses verschiedener 
Faktoren auf die Saurebildung stets auf deren gegenseitige Wechsel- 
wirkung geachtet werden mu. 


Stimulation dureh andere Verbindungen. 


Es war ferner zu untersuchen, ob die Wirkung der selenigen Saure 
streng spezifisch ist, oder ob auch andere Verbindungen des Selens bzw. 
verwandter Elemente, wie Te und 8, ahnliche Erscheinungen auslésen. 
Die analoge Verbindung des Schwefels, die schweflige Saure, ist in den 
gleichen Konzentrationen wie die selenige Saure véllig unwirksam. Von 
Hurd-Karrer2 wurde an héheren Pflanzen festgestellt, dag Schwefel- 
verbindungen eine antagonistische Wirkung gegeniiber seleniger Saure 
ausiiben. Bei den Versuchen mit Aspergillus niger konnte diese Er- 
scheinung von uns allerdings nicht beobachtet werden. 


1 K. Bernhauer, A. Iglauer u. H. Knobloch, diese Zeitschr. 307, 298, 1941. 


— * A. M. Hurd-Karrer, Science (N. Y.) 78, 560, 1933. 
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Selenséure wirkt in einer Konzentration von 0,001% ebenso, in 
manchen Fallen (Abb. 13) sogar noch besser als selenige Séure. Man 
kann dies nicht etwa darauf zuriickfiihren, daB die Selenséure in An- 
wesenheit von Zucker zur selenigen Saure reduziert wird, da dieser 
Vorgang unter den gegebenen Umstanden nicht allzu rasch vor sich geht. 
Uber die Beeinflussung der Citronensiuregirung durch elementares 
Selen liegen noch keine véllig gesicherten Befunde vor. In der Form 
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Abb. 13. Stimulation der Girung durch selenige Séiure und verwandte Verbindungen. 
1. Ohne Zusatz, 2. mit 0,001 % seleniger Sdure, 3. mit 0,001 % Selensiure, 4. mit 0,01 % telluriger 
Saure, 5. mit 0,0025%% telluriger Siure. 





von feingepulvertem, schwarzem Selen bewirkt es eine gewisse Be- 
schleunigung des Wachstums (nicht aber der Saurebildung). Durch 
tellurige Saure (in gleichen Mengen angewandt wie selenige Saure) 
findet gleichfalls eine Stimulierung des Saurebildungsprozesses statt. 


Verhalten verschiedener Aspergillus niger-Stimme 
gegeniiber seleniger Saure. 


Es wurde in friiheren Arbeiten! schon wiederholt auf die indivi- 
duellen Unterschiede zwischen den verschiedenen Aspergillus niger- 
Stémmen hingewiesen und betont, daB Erfahrungen, die an einem 
einzelnen Stamm gewonnen werden, nicht verallgemeinert werden 
diirfen. Die auffallende Stimulierung der Citronensaurebildung durch 
selenige Saéure, die wir beim Aspergillus niger-Stamm 20 beobachteten, 
lieB es wiinschenswert erscheinen, auch andere Stémme im Hinblick 
auf ihr Verhalten gegeniiber dieser Verbindung zu untersughen. Wie 


1 Z.B. K. Bernhauer, A. Iglauer, H. Knobloch u. O. Zippelius, diese 
Zeitschr. 303, 300, 1939. 
Biochemische Zeitschrift Band 309. 
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nach den bisherigen Erfahrungen zu erwarten war, gab es Staémme, dic 
sich ahnlich wie der zuerst untersuchte Pilzstamm 20 verhielten, deren 
Saurebildung also stimuliert wurde (Abb. 14, 15), ferner solche, die 
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Abb. 14. Verhalten verschiedener Asper- Abb. 15. Wie Abb. 14, jedoch Stamm 15, 

gillus niger-Stimme -gegeniiber seleniger 0,003 % seleniger Siure. Beide Pilze 

Saure. zeigen nicht nur eine Beschleunigung des 

1. Ohne, 2. mit 0,001 % seleniger Siure. Girverlaufs, sondern auch eine Erhéhung 
Stamm 12. der Siureausbeuten. 


sich indifferent verhielten (Abb. 16), und schlieBlich Stamme, die durch 
selenige Saéure in der Anhaufung organischer Sauren betrachtlich 
gehemmt wurden (hierher gehérte die Mehrzahl aller untersuchten 

a Stémme) (Abb. 17). Jedoch er- 

a gaben auch hier die Versuche, dal} 
fiir die einzelnen Staimme unter 
sonst gleichen Versuchsbedingungen 
verschiedene Konzentrationen an 
seleniger Saure eine optimale Wir- 
kung haben (Abb.18, 19). Unter 
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Abb. 16. Wie Abb. 4 jedoch Stamm 25, Abb.17. Die Siurebildung wird durch 
Kurve 2: 0,005% seleniger Siure; Zusatz seleniger Siure gehemmt, 
Kurve 3: 0,001 % seleniger Skure. Stamm 21, Zusatz 0,003% selenige: 

Siure. 
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Abb.18, Abhingigkeit der Wirkung der selenigen Saiure von der Konzentration. Stamm 34. 
1. Ohne Zusatz, 2. mit 0,001%, 3. mit 0,003 % seleniger Saure. 
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unserenVerhaltnissen (15 % Reinzucker, 0,2 % NH,N0O3,0,1% KH, PO,, 
0,025% MgSO, und 0,003°% seleniger Séure) zeigten neun Pilz- 
stémme eine merkliche Erhéhung der Séureausbeute in Gegenwart von 
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Abb. 19. Wie Abb. 18, jedoch Stamm 24. 
seleniger Saure, 4 Stamme blieben unbeeinfluBt und 24 wurden in 
ihrer Saurebildungsfihigkeit gehemmt. Bei der Verwendung von Roh- 
zucker an Stelle von Reinzucker liegen die Verhaltnisse etwas anders 
(Abb. 20, 21); bei 23 Stammen wird die Sauerung des Nahrbodens 
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Abb, 20. Abb. 21. 


Abb. 20. Beeinflussung der Siurebildung aus Rohzucker durch selenige Siiure. Stamm 34. Roh- 
zucker Schdéller 1939. 
Abb. 21. Wie Abb. 20, jedoch Stamm 8. 


durch selenige Saure (durch einen Zusatz von 0,003% H.Se Oz, bei 
18, durch 0,001 %% bei 5 Stammen), in einiger. Fallen sogar auBerordent- 
lich verstarkt. 4 Pilzstamme werden nicht beeinfluBt und bei 7 Stammen 
zeigt sich eine Hemmung der Sauerung. 


Zusammenfassung. 


1. Die Saurebildung des Aspergillus niger-Stammes 20 wird durch 
Zusatz von 0,001—0,003% seleniger Saure betrachtlich stimuliert. 

2. Die Wirkung der selenigen Saure ist von der Zuckersorte, der 
Temperatur und dem Pilzstamm abhingig. 

3. In ahnlicher Weise wie selenige Siéure beschleunigen auch 
Selensadure sowie tellurige Saure die Anhaufung von Citronensaure durch 
den untersuchten Pilzstamm. 

















Uber gerinnungsaktive Zellsubstanzen. 
Von 
F. Widenbauer und Ch. Reichel. 
(Aus der Gaukinderklinik Posen.) 
(Eingegangen am 1. Juli 1941.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Das Phainomen der Blutgerinnung, das schon seit langem ein viel- 
bearbeitetes Problem ist, hat zuerst durch Alexander Schmidt, den Dor- 
pater Physiologen, und besonders auch Morawitz eine einigermaBen 
befriedigende Erklarung gefunden. Danach verlauft der Gerinnungs- 
vorgang in zwei Phasen. In der ersten Phase soll eine gerinnungsaktive 
Substanz, aus Gewebs- oder Blutzellen stammend, zusammen mit 
Ca-Ionen die Umwandlung des inaktiven Prothrombins in das aktive 
Thrombin einleiten. Die Umwandlung des kolloidal gelésten Fibri- 
nogens in das unlésliche Fibrin durch das Thrombin stellt die zweite 
Phase dar. 

Seitdem war man bemiiht, die chemische Natur dieser gerinnungs- 
aktiven Zellsubstanzen — wir gebrauchen diesen Sammelbegriff nach 
Wohlisch — aufzukliren. Nach Schmidt sind sie alkoholléslich und 
hitzestabil. Im Gegensatz hierzu fanden Morawitz, Fuld und Spiro in 
Gewebsextrakten hochwirksame, hitzeinstabile und durch Alkohol 
fillbare gerinnungsbeschleunigende Substanzen, welche Morawitz Throm- 
bokinasen nannte und fiir EiweiBkérper hielt. Spaterhin fanden jedoch 
die Angaben von A. Schmidt ihre Bestatigung und eine weitere Ver- 
tiefung durch die Arbeiten von Freund, Zak, Bordet und Howell, welche 


‘unter den Lipoiden bzw. Phosphatiden gerinnungsaktive Substanzen 


fanden. Nach Howell handelt es sich hierbei um einen Kephalin-EiweiS- 
komplex und hiermit ware auch der Widerspruch zwischen den Angaben 
von Schmidt und von Morawitz geklart. Das aktive Prinzip ist dabei 
das Kephalin. 

Die Annahme eines Lipoid-EiweiBkomplexes, welcher auch die 
groBe Uberlegenheit der Gerinnungsaktivitat von Gewebsextrakten 
gegeniiber reinen Lipoidpraparaten erklaren soll, ist jedoch noch nicht 
geniigend bewiesen. AuSerdem gibt es einige Befunde, die gerade das 
Gegenteil der Theorie von Howell annehmen lassen. So wird nach 
Mellanby die Thrombokinase durch die Serumproteine langsam ge- 
bunden und unwirksam. Andererseits haben Dale und Walpole zeigen 
kénnen, daB durch Behandlung des spontan nur schwer gerinnende! 
Vogelblutes mit Trypsin Thrombokinase frei gemacht wird. 
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Uber gerinnungsaktive Zellsubstanzen. 1LO1 


In jiingster Zeit haben Kurosawa und Michimoto gerinnungsaktive 
Wirkung bei einer ungesattigten und alkoholléslichen Kephalinfraktion 
vefunden, wahrend wiederum Lenggenhager die Lipoidnatur der ge- 
rinnungsaktiven Zellsubstanzen scharf ablehnt und diese fiir hitze- 
bestandige EiweiBkérper halt. Zu dieser Ansicht kommt er auf Grund 
seiner Untersuchungen an gekochtem StrumapreBsaft. 


Die Frage nach der chemischen Natur der Thrombokinase bzw. 
der gerinnungsaktiven Zellsubstanzen ist somit noch nicht endgiiltig 
entschieden. Ein Beitrag zu diesem Problem soll in der vorliegenden 
Arbeit geliefert werden. 


I. Gerinnungsaktives Lipoid. 
Kephalindarstellung. 


Frisches, von seinen Hauten befreites Kaninchen- oder Menschen- 
gehirn wird mit Aceton unter Vermeidung von Erwarmen bis zur Chole- 
sterinfreiheit ausgezogen und dann mit Petrolather. Dieser wird durch 
Stehenlassen im Eisschrank iiber Nacht von etwa ausfallenden Sub- 
stanzen befreit und im Vakuum eingeengt. Eintropfen in die vierfache 
Menge Athylalkohol. Der entstehende Niederschlag wird abzentrifugiert 
und mehrmals mit Alkohol und schlieBlich mit Aceton gewaschen und 
getrocknet | Kephalin (w)]. — Die tiberstehende Lésung wird im Vakuum 
eingeengt. Beim Stehenlassen bei 0° fallt eine weiBe Substanz aus, die 
abzentrifugiert und mit Aceton ausgewaschen wird [Kephalin (/)]. 


Mit beiden Substanzen, die frisch bereitet weiBe Pulver sind und 
sich mit Wasser oder Kochsalzlésung leicht emulgieren lassen, wurden 
Gerinnungsversuche angestellt. 

Versuchsanordnung. Die Gerinnungsversuche wurden in halbkugeligen 
Glasschalchen im Wasserbad bei 38° durchgefiihrt. Von den reagierenden 
Fliissigkeiten wurden stets 0,1 cem abpipettiert. Calciumchloridlésung 
0,28% ig. Verwendet wurde teils Rinder-, teils Menschenoxalatplasma. 
Vermischen und Priifung auf Gerinnung mit der Platinése. 


Versuche mit Kephalin («). 
0,lecem Plasma + 0,1 cem Kephalin (w)-Lésung 
+ 0,1 com CaCl,-Loésung «2.06.66. .cc ce eees Ger.-Zeit 152 Sek. 
0,lcem Plasma + 0,1 cem physiol. NaCl-Lésung 
+ 0,l com CaCl,-Lésung ............0600 ~ 144 (,, 


Demnach ist das eigentliche Kephalin — das alkoholunlésliche 
Kephalin (w) — gerinnungsindifferent. Gelegentlich findet man auch 
diese Fraktion gerinnungsaktiv, und zwar dann, wenn die Auswaschung 
mit Alkohol ungeniigend war. 
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Versuche mit Kephalin (I). 


Plasma + Kephalin + CaCl, ............ 0. cece eeee Ger.-Zeit 104 Sek 
| UR SPURT RAR tO ARE LSet RCE SN SAT ER SN eRe EN IE i 1200 
Plasma + Kephalin + CaCl, ...............0eee eee os 58 
RI eo eda ee ra ee a ea ba 185 


Auch in zweizeitigen Gerinnungsversuchen zeigten wasserige Kephalin (/) 
Lésungen Prothrombin-Aktivierung bei Inkubation mit gealtertem Serum 
als Prothrombinlésung. 

{0,1 cem Serum + 0,1 cem Kephalin (/) + 0,1 cem CaCl, ] 

5 Minuten bei 38°, dann Zusatz von 0,050 cem Oxalat- 

lésung und weiter von 0,1 cem Oxalatplasma ....... Ger.-Zeit 41 Sek. 
Im Leerversuch keine Gerinnung. 


Nach diesen Versuchen ist das eigentliche Kephalin eine Substanz, 

die sich dem Gerinnungsablauf gegeniiber indifferent verhalt, wahrend 

j aus der sogenannten Lecithinfraktion 

os beim Abkiihlen ein Stoff ausfallt, der, 

besonders bei Plasmen mit hoher 

Spontangerinnungszeit, eine starke Ge- 

rinnungsbeschleunigung auslést. So- 

lange die chemische Struktur dieser 

Substanz nicht aufgeklart ist, wollen 
wir sie Kephalin (/) nennen. 






1% 


Ger - Zeit 


Bei 2 Minuten langem Kochen der 
4 $S5ft. Kephalin (l)-Emulsion bleibt die Wirk- 
samkeit véllig erhalten. Bei langerem 
Stehen an der Luft geht sie aber ver- 
loren. Unter Alkohol aufbewahrtes Kephalin (l) bleibt einige Tage 
aktiv, verliert aber unter Gelbfarbung kontinuierlich an Wirksamkeit. 
Da die gerinnungsbeschleunigende Wirkung von Kephalin (/) 
nicht nur in vitro, sondern auch in vivo auftritt, konnte an einem Fall 
von Hamophilie gezeigt werden. Durch Injektion éliger oder wasseriger 
Aufbereitungen des Kephalins (/) konnte eine voriibergehende Normali- 
sierung der Blutgerinnungszeit (nach Biirker) beobachtet werden. 


2 3 
Zeit nach Injektion 
Abb. 1. 


_ In einem zweiten Versuch, wobei eine gréBere Menge von Kephalin (/) 
in Ol gelést injiziert wurde, trat die Beschleunigung der Blutgerinnung erst 
nach | Stunde auf, hielt aber 14 Stunden an. 

Bei in vitro-Versuchen mit Hamophilieblut nach der itiblichen 
Methode traten bei 16 Minuten die ersten Faden auf. Die Gerinnung 
kam bei etwa 25 Minuten zum Abschlu8, war aber auch da noch un- 
geniigend. Mit Kephalin (/) dagegen war der Gerinnungsvorgang nach 
104 Sekunden mit der Bildung des tiblichen Blutkuchens abgeschlossen. 

Kephalin (J), in getrocknetem Zustand aufbewahrt, nimmt all- 
mahlich eine gelbe Farbe an. Priift man diese Substanz auf ihre ge- 
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rinnungsaktive Wirkung, so macht man die auffallende Beobachtung, 
daB die einst beschleunigende Substanz nun die Gerinnung hemmt. Ein 
Plasma mit einer Spontangerinnungszeit von z. B. 217 Sekunden gerinnt 
mit diesem gealterten Kephalin (/) erst nach 34 Minuten. Es gelingt 
leicht, alle Stufen von der Gerinnungsbeschleunigung bis zur praktisch 
absoluten Gerinnungshemmung! zu verfolgen. In Alkohol lést sich 
dieses hemmende Kephalin {[Kephalin (4)] mit gelber Farbe. 

Nach diesen Versuchen ist das gerinnungsaktive Kephalin alkohol- 
léslich und geht allmahlich unter Farbveranderung in ein hemmendes 
Kephalin iiber. Die alkoholunlésliche Substanz, die man gewohnlich 
als eigentliches Kephalin bezeichnet, verhalt sich, von den anhaftenden 
Spuren des wirksamen Kephalin (/) befreit, dem Gerinnungsvorgang 
gegeniiber indifferent. 

Die Angaben der einzelnen Autoren iiber die Wirksamkeit ihrer 
Kephalinpraparate auf Oxalat- oder Citratplasmen schwanken auBer- 
ordentlich. Chargaff und Bankroft fanden nur 10% Gerinnungs- 
beschleunigung, andere Autoren bis 50 und 60°. Im Schrifttum 
findet man immer wieder die Angabe, daB mit fortschreitender Reinigung 
des Kephalins die Gerinnungsaktivitat immer mehr abnimmt. Das wird 
nach unseren Untersuchungen erklarlich, denn die Gerinnungsaktivitat 
des eigentlichen Kephalins ist durch anhaftende Spuren von Kephalin (/) 
bedingt und jede Reinigung entfernt diese wirksame Substanz. 


II. Gerinnungsaktive wisserige Gewebsextrakte. 
Herstellung zellfreier, wdsseriger Gewebsextrakte. 

Frisches Gewebe von Kaninchen oder vom Menschen wurde mit Quarz- 
sand gut zerkleinert, in physiologischer Kochsalzlésung suspendiert und 
scharf zentrifugiert. Mit der iiberstehenden Fliissigkeit wurden Gerinnungs- 
versuche ausgefiihrt. 





Gerinnungszeit 


Organ Sek. 
ME Se sisi CaS wanna secs ee 27, 29 
1S URAC ECS reer irae ver ear pons eae 30, 29 
eae ak is Ree Sapa eo es 7 114, 136, 180 
RNR OSS es cae eda, 43, 43 
EGR VOMMIDN © 5 Sssisee Sc eed thes 184 


Nach diesen Versuchen sind Herz- und Lungenextrakt am wirk- 
samsten. Auffallend ist dabei, daB die gerinnungsaktive Wirkung des 
zellfreien Leberextraktes rasch verlorengeht. Eine geniigende Er- 
klarung kann fiir diesen Befund nicht gegeben werden. 


1 Diese beruht auf der Bindung von Calcium durch aus dem Lipoid 
abgespaltene Fettséuren. 
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In Hinblick auf die Bedeutung, die Lenggenhager den gerinnungs- 
aktiven Substanzen der Schilddriise zuspricht, haben wir dieses Organ 
auch ausgiebig bei unseren Untersuchungen herangezogen. Wisserige 
Schilddriisenextrakte sind stark gerinnungsaktiv. 

0,1 cem Plasma + 0,1 cem Schilddriisenextrakt + 0,1 cem 
NS EE Maree Sbew are Eas eae ween ate lege tae Ger.-Zeit 28 Sek. 


LEP POIRRGE Ss BeBe hee eae ota. Ps 210 


Werden die zellfreien Extrakte mit Aceton gefallt, die entstehenden 
Niederschlige getrocknet und in wenig physiologischer NaCl-Lésung 
suspendiert, so findet man bei der Priifung auf Gerinnungsaktivitit, 
daB diese Eigenschaft vollstandig verlorengegangen ist. In den meisten 
Versuchen zeigt sich jetzt sogar eine deutlich hemmende Wirkung, am 
ausgesprochensten beim Gehirnextrakt. 





' Gerinnungszeit 
Organ Sek. 
Ss si OER GES RAR PUNE ODS 560 
DMI Bord A pidack Scar Sees aaa mals 349 
ORR ds 8 ky wa haan ea acs 220 
EIT Tae eer ok a eee 1140 
TRUM on. ce cs oct corse es 418 


Suspensionen oder zellfreie Extrakte von Lungen-, Herz- und 
Schilddriisengewebe zeigen bei der Acetonfallung, d.h. nach der Dena- 
turierung der Eiwei®korper, das gleiche Verhalten: die Niederschlage 
sind nicht mehr gerinnungsbeschleunigend. Ein anderes Verhalten 
zeigen Fallungen aus zellhaltigen Gehirnsuspensionen, die im Gegensatz 
zu zellfreiem Gehirnextrakt ihre Gerinnungsaktivitét kaum_ ein- 
gebiiBt haben. 


1, Gehirnsuspension in physiol. NaCl-Lésung (1: 5).... Ger.-Zeit 24 Sek. 
2. Gehirnsuspension, acetongefallt, Niederschlag in wenig 
physiol. NaCl-Lésung gelést ...................2.. s ee 
3. Gehirnewtrakt. (zellfvei)” o.oo ce cc cies 9 28 i, 
4. Gehirnextrakt (zellfrei), acetonbehandelt ........... “a Me 5 
POET NUE so he ek a Ras Seeing vate operat 109g, 


{8s ist naheliegend, die Inaktivierung der zellhaltigen und zellfreien 
Gewebsextrakte durch Acetonfallung in Zusammenhang mit der Dena- 
turierung der Eiwei8kérper zu bringen. Die geschilderten Versuche mit 
Gehirn lassen weiter vermuten, daB es verschiedene gerinnungsaktive 
Substanzen gibt, und zwar von EiweiB- und Lipoidnatur. Zur weiteren 
Klarung dieser Frage wurden lipoidfreie Organextrakte auf Gerinnungs- 
aktivitat gepriift. 

Organe von Menschen und Kaninchen wurden mit Quarzsand verrieben, 
auf Glasplatten aufgestrichen und im warmen Luftstrom und im Vakuum 
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auf dem Wasserbad vollstandig wasserfrei getrocknet. Auf feine Pulveri- 
sierung und absolute Trockenheit ist zu achten. Bei Siedetemperatur wurde 
zuerst mit Petrolather, dann mit Benzol und schlieBlich mit Methylalkohol 
erschépfend extrahiert. Die Organriickstande und die zur Trockene ein- 
gedampften Extrakte wurden auf Gerinnungsaktivitaét gepriift. Ein Ver- 
suchsbeispiel mit Schilddriise sei hier wiedergegeben. 


Leerversuch : 

0,1 cem Oxalatplasma + 0,1 cem physiologische NaCl 

ips Bs ODEN ORG La Forging ack 58 mie wid heeled + wee eaten Ger,-Zeit 105 Sek. 

Schilddriise getrocknet, in der zehnfachen Menge dest. Wasser 10 Mi- 
nuten lang bei 45° unter Umriihren mit dem Glasstab suspendiert, abzentri- 
fugiert. Der wasserige Extrakt, der sich bei Priifung mit Oxalatplasma ohne 
Caleiumzusatz als nicht gerinnungsauslésend und damit als thrombinfrei 
erwies, ergab in dem obigen Leerversuch analoger Versuchsanordnung 
folgende Gerinnungszeiten : 

Getrocknete Schilddriise : 
unerhitzt 55 Sek.; kurz gekocht 55 Sek. 
Getrocknete, mit Petroldther und Benzol extrahierte Schilddriise : 
unerhitzt 53 Sek.; kurz gekocht 65 Sek. 
Petroldtherextrakt, in Wasser aufgenommen: 
unérhitzt 53 Sek.; kurz gekocht 53 Sek. 
Benzolextrakt, in Wasser aufgenommen: keine Gerinnungsaktivitat. 
Getrocknete, mit Petroliither, Benzol und Methylalkohol extrahierte Schilddriise : 
keine Gerinnungsaktivitat, geringe Hemmung. 
Methylalkoholextrakt, in Wasser aufgenommen: 
keine Gerinnungsaktivitat, geringe Hemmung. 

Ganz ahnlich fielen Versuche mit Herz und Lunge aus. Die ge- 
trockneten Organpulver vertrugen Erhitzung auf 105° und Acetonbe- 
handlung ohne Aktivitétsverlust. Ein abweichendes Verhalten  zeigte 
Gehirn. 

Gehirn getrocknet 63, Petrolather extrahiert 460, Petrolaitherextrakt 124, 
Leerversuch 545. 

Demnach wird die Gerinnungsaktivitét von Herz-, Lungen- und 
Schilddriisen-Trockenpulvern durch erschépfende Lipoidextraktion 
nicht veraindert. Auch in der Lipoidfraktion findet sich Gerinnungs- 
aktivitat. Die Gerinnungsaktivitét von Gehirn beruht jedoch iiber- 
wiegend auf dessen Lipoidgehalt. Erst die Denaturierung durch Methyl- 
alkohol vernichtet die Gerinnungsaktivitaét lipoidfreier Organpulver. 

Es gibt daher mindestens zwei verschiedene gerinnungsaktive 
Kérperklassen, namlich Lipoide und eiweiBihnliche Stoffe. Beide sind 
hitzestabil. Auch die Ansicht von der EiweiB-Lipoid-Komplexnatur der 
Thrombokinase erweist sich somit als unrichtig. Mit diesen Versuchs- 
ergebnissen erscheint uns auch die Notwendigkeit gege ben, den Wirkungs- 
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mechanismus der gerinnungsaktiven Substanzen einer erneuten Be- 
trachtung und Erforschung zu unterziehen. 


Weitere Versuche befaBten sich noch naher mit der Frage der Hitze- 
stabilitat der Gerinnungsaktivitat wasseriger Gewebsausziige. Wahrend 
die trockenen Organpulver sich simtlich als verhaltnismaBig recht hitze- 
stabil erwiesen, war das bei den wiisserigen Gewebsausziigen nicht stets 
der Fall. Wie Schléssmann und Lenggenhager bei Strumaextrakten, so 
fanden wir auch bei wasserigen Thyreoideaausziigen eine auffallende Hitze- 
stabilitat der gerinnungsbeschleunigenden Substanz. Bei 2 bis 3 Minuten 
langem Kochen verliert der Extrakt nichts von seiner Wirksamkeit. Die 
Versuche wurden an zwei Plasmen mit verschiedenen Spontangerinnungs 
zeiten durchgefiihrt. 





Gerinnungszeit Gerinnungszeit 
Temperatur Zeit Plasma, Plasma, Temperatur Zeit Plasma, Plasma, 

0C Min. Sek. Sek. 0C Min. Sek. Sek 
50 10 50 115 95 25 99 150 
70 10 57 129 95 45 125 150 
95 10 64 144 Leer- : 

2 . . 292 640 
95 15 68 150 versuch 9 : 





In den noch wirksamen Extrakten war die Biuret- und die EiweiBprobe 
mit Sulfosalicylsiure immer positiv. Wenn die Eiwei$kérper mit wenig 
verdiinnter Essigsiure im isoelektrischen Punkt vollstandig ausgefallt 
wurden, fand sich im neutralisierten Filtrat keine gerinnungsbeschleunigende 
Substanz mehr. Solange sich im zellfreien Schilddriisenextrakt noch die 
sehr schwer hitzekoagulablen EiweiBkérper finden, halt die gerinnungs- 
beschleunigende Wirkung an. 

Es lag nahe, im Anschlu8 an die Untersuchungen mit Schilddriisen- 
extrakt eine Reihe weiterer Gewebsextrakte auf Hitzestabilitat ihrer 
gerinnungsaktiven Wirkung zu priifen. 


Versuche. 

















eri S- Geri gs- 

Organ Zeit Temperatur — Organ Zeit Temperatur oe 

Min. oC Sek. Min. oC Sek. 

2 50 29 2 59 30 

2 75 42 2 75 86 

Lunge 2 90 65 Herz 2 85 117 

5 100 106 2 90 133 

10 100 173 2 100 209 

Leer- Leer- 
1 
versuch 184 versuch 84 
2 3 Gerinnungs- 

Organ Zeit Temperatur zeit 
Min. 9C Sek. 
a atares are 2 100 312 
unerhitzt 144 
MGS caw baniancctns 2 100 285 
unerhitzt 96 


Leerversuch ..... 298 
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Die gerinnungsbeschleunigende Wirkung von Herz-, Nieren- und Milz- 
extrakten erwies sich als wenig hitzestabil. Schon nach 2 Minuten langem 
Kochen bei 100° war sie zerstért. Hitzestabiler war Lungenextrakt. Es 
scheinen demnach von Hitzelabilitat bis zu einer auffallenden Hitzestabilitat 
derartiger gerinnungsaktiver Gewebsextrakte flieBende Ubergainge zu be- 
stehen, und zwar offenbar in Zusammenhang mit der verschiedenen Hitze- 
koagulabilitét von EiweiBkérpern. 

Die Gerinnungsaktivitat wiasseriger Gewebsausziige ist nicht art- 
spezifisch. 

Zusammenfassung. 

1. Aus Kaninchen- und Menschengehirn wurde ein stark gerinnungs- 
aktives alkohollésliches Kephalin (/) dargestellt. Das normale alkohol- 
unlésliche Kephalin (w) ist, befreit von anhaftendem Kephalin (/), 
unwirksam. 

2. Die gerinnungsaktive Wirkung von Kephalin (/) geht mit der 
Zeit unter Gelbfirbung in eine hemmende iiber. 

3. Verschiedene wasserige zellhaltige und zellfreie Organextrakte 
von Mensch und Kaninchen zeigten sich stark gerinnungsaktiv. Durch 
Aceton- oder Hitzefallung geht diese Wirkung verloren. 

4. Die Gerinnungsaktivitat von Lunge, Herz und _ Schilddriise 
bleibt auch ‘nach vollstandiger Lipoidentfernung ganz erhalten. Eine 
Ausnahme macht das stark lipoidhaltige Gehirn, dessen Gerinnungs- 
aktivitat fast ausschlieBlich durch Lipoide bedingt ist. 

5. Es gibt wenigstens zwei verschiedene Kérperklassen mit Ge- 
rinnungsaktivitat, namlich Lipoide { Kephalin (/)| und EiweiBkorper. Die 
Gerinnungsaktivitét von Organgewebe beruht nicht auf einem Eiweib- 
Lipoidkomplex. Wir miissen uns daher neuartige Vorstellungen iiber 
die Thrombokinase machen. 
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Uber den Reaktionsmechanismus 
der Buttersiiuregiirung. 
; Von 
Holger Peldan. 
(Aus dem Biochemischen Institut Helsinki.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1941.) 


Historisches. 

Seitdem Pasteur (1861) entdeckte, daB die Butterséuregarung 
durch ein ,,Infusorium hervorgerufen wird, hat die Butterséuregirung 
und ihre Chemie eine grobe Anzahl von Forschern in verschiedenen 
Landern interessiert. Dieses Interesse mag in erster Linie daran ge- 
legen haben, daB die Buttersiurebildung eine Synthese ist, indem aus 
Molekiilen mit drei Kohlenstoffatomen in der Kette (Milchsdure, Brenz- 
traubenséure) ein Molekiil mit vier solchen in der Kette (Buttersiure) 
gebildet wird, waihrend die meisten anderen Gérungsprozesse ab- 
bauender Natur sind. 

Die auf diesem Gebiet am Ende des 19. Jahrhunderts geleisteten 
Arbeiten haben nur historische Bedeutung, da man damals nicht mit 
Reinkulturen arbeitete, sondern Bacterienmischungen anwandte. Auch 
waren die Analysenmethoden so primitiv, da aus den Analysen- 
resultaten keine definitiven Schliisse gezogen werden konnten. In 
erster Linie war es Fitz (1876 bis 1884), der in jener Zeit die Buttersaure- 
girung untersuchte. Gleichzeitig charakterisierte er ein Buttersdure- 
bacterium, welches aerob war und nach ihm den Namen _ Bacillus 
butyricus Fitz erhielt. Spater hat man angenommen, da} jenes Bac- 
terium in Wahrheit eine Bacterienmischung war (Schattenfroh und 
Grassberger, 1899), weshalb ein Bacterium mit dem oben angefiihrten 
Namen meist nicht mehr in das System aufgenommen wird. Trotzdem 
erscheint der Bacillus butyricus Fitz in der Literatur noch spater einige 
Male, wenn von Untersuchungen des Mechanismus der Buttersiure- 
garung die Rede ist. So benutzten sowohl Buchner und Meissenheime, 
(1908) als auch Newberg und Arinstein (1921) das Fitzsche Bacterium 
bei ihren Garversuchen. 

Der erste, der den Verlauf der Butterséiuregérung in chemischen Formeln 
zu erklaren suchte, war Perdrix (1891). Auf Grund seiner Analysenergeb 
nisse stellte er ein Schema fiir die Buttersaéuregarung auf, wobei er sein 
Augenmerk nur auf die Gase, die Butterséure und die Essigsaure richtete. 

Buchner und Meissenheimer (1908) suchten die Butterséuregérung in 
der Weise zu erklaren, daB die Glucose primar zu Milchséure vergart. Diese 
zerfallt danach in Acetaldehyd und Ameisenséure. Der Acetaldehyd wird 
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kondensiert in Acetaldol, welches ,,je nach den Bedingungen“ entweder in 
n-Butterséure umgelagert wird oder unter Abspaltung von Wasser in 
Crotonaldehyd iibergeht. Dieser wird durch den nascierenden Wasserstoff 
zu n-Butylalkohol reduziert. Der Athylalkohol entsteht dadurch, da8 ein 
Teil des Acetaldehyds durch den nascierenden Wasserstoff zum entspreche;i- 
den Alkohol reduziert wird. Buchner und Meissenheimer erklairen nicht, 
wie die Essigsaure nach ihrer Theorie zustande kommt. 

Kirow (1910) ist ebenso wie Buchner und Meissenheimer der Meinung, 
daB bei der Butterséiuregaérung das Substrat zuerst zu Milchsaéure vergart, 
Nach Kirow findet die Essigséiurebildung nach folgender Reaktion statt: 

Milchsiure = Essigséure, CO,, H,. 


Die obengenannten Forscher haben sich auf rein spekulativem 
Wege eine Auffassung von der Buttersdéuregérung gebildet. Sie ver- 
suchten nicht, irgendwelche Zwischenprodukte nachzuweisen, ebenso- 
wenig bemiihten sie sich als Substrat Stoffe anzuwenden, die sie als 
Zwischenprodukte ansahen. 


Neuberg und Arinstein (1921) stellten ihre Versuche mit zwei ver- 
schiedenen Butterséureerregern an. Der eine war ein ,,Amylobacter*, 
der andere das Fitzsche Bacterium. Bei ihrer hauptsachlichen Arbeit 
kam es darauf an, das Vorhandensein von Acetaldehyd als Zwischen- 
produkt bei der Butterséuregirung nachzuweisen. Das gelang ihnen 
auch; da aber die Richtigkeit des Ergebnisses bezweifelt werden kann, 
sei in diesem Zusammenhang iiber ihre Versuche naher berichtet. 


Bei ihren Versuchen, Acetaldehyd als Zwischenprodukt bei der Butter - 
sduregdérung nachzuweisen, bedienten sich Neuberg und Arinstein der 
klassischen ,,Abfangmethode** Neubergs. Nach dieser wird der Garung 
Sulfit zugesetzt. Dieses bindet den entstandenen Acetaldehyd und hindert 
ihn somit, an der Reaktion weiter teilzunehmen. Diese Methode war nicht 
fiir Versuche mit dem ,,Amylobacter*: geeignet, da Sulfit zu Sulfid reduziert 
wird, das die Bacterien tétet, so daB die Garung abbricht. ,,Acetaldehyd* 
lieB sich bisweilen mit Nitroprussid-Natrium direkt aus der Garlésung 
qualitativ nachweisen, doch niemals nach der iiblichen Uberdestillation. 
Bei Versuchen mit dem Fitzschen Bacterium war der Verlauf des Vorgangs 
derselbe, wenn Sulfitkonzentrationen unter 1,5°, benutzt wurden. Wurde 
dagegen die Sulfitkonzentration auf 2,5°, erhéht, trat keine Reduktion 
des Sulfits ein und die Garung lief normal weiter. Dabei ergab sich eine 
Acetaldehydausbeute bis 10°, der vergorenen Glucose. Buttersaure 
entstand nicht. 


Bei Wiederholung dieser ,,Abfangversuche‘*: bin ich zu ganz anderen 
Ergebnissen gekommen. Demnach stért der Sulfitzusatz iiberhaupt nicht 
die Butterséurebildung, ebensowenig hért das sulfitreduzierende Vermégen 
der Butterséurebacterien auf, wenn Sulfit in groBem UberschuB zugesetzt 
wird, Acetaldehyd tritt nicht einmal in Spuren auf. 

Neuberg und Arinstein versuchten einige der Stoffe, die nach ihrer 
Meinung bei der Butterséuregirung als Zwischenprodukte auftreten, als 
Substrat anzuwenden. Dabei fanden sie, da weder Acetaldehyd noch 
Acetaldol oder Methylglyoxal von den Buttersiurebacterien angegriffen 
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wurden. Trotzdem sind sie der Auffassung, daB diese Stoffe Zwischen. 
produkte bei der Butterséuregirung darstellen. 

Das Aldol der Brenztraubenséure wurde fast quantitativ zu Butter- 
sdure, die Brenztraubenséiure zu Essigsiure und Ameisenséure vergoren. 

In ihren Garungstheorien meinen Newberg und Arinstein, daB die 
Wirkung der Carboxylase von gro®er Bedeutung fiir den Verlauf der 
Butterséuregirung sei. Als Beleg fiir ihre Auffassung iiber den Verlauf 
der Butterséuregirung seien folgende Zitate wiedergegeben (l.c. 8. 283): 
,Alkohol und Essigsiure kénnen ihre Entstehung der Dismutation von 
Acetaldehyd verdanken, der durch carboxylatische Spaltung der Brenz- 
traubensdure bekanntermaBen hervorgebracht wird: Milchsaure diirfte vom 
Brenztraubenaldehyd, dem Methylglyoxal, herstammen‘ und auf 8. 285: 
,.Der Abbau diirfte auch hier iiber das Glied der Brenztraubensaure statt- 
finden. Der Teilvorgang, der Essigsiure und Athylalkohol liefert, fiihrt 
iiber die Brenztraubensaéure hinaus und hat die Dismutation des carboxy- 
latisch erzeugten Acetaldehyds zur Folge. Die Verkettung scheint dagegen 
schon auf der Brenztraubenséurestufe einzusetzen. Die Ketosaéure kon- 
densiert sich zu ihrem Aldol und eine Saccharinumlagerung am Produkte 
seiner einmaligen und zweimaligen Decarboxylierung ergibt die Buttersaure. 
Diese Substanz stellt keinen funktionstiichtigen Acceptor fiir den Garungs- 
wasserstoff mehr dar, so da8 er nicht fixiert, sondern als solcher in Freiheit 
gesetzt wird.“ 

Speakman (1920a und 1920b, 1923) untersuchte Acetonbutyl- 
alkoholgarungen, bei denen er annahm, da8 die Buttersaure ein Zwischen- 
produkt bei der Butylalkoholbildung und der Acetonbildung sei. 


In seinem Giéarungsschema behauptet Speakman, daB die Glucose 
primar teils in einen C,- und einen C,-Teil zerfalle, teils unmittelbar Milch- 
saure bilde, also: 





Glucose 
J™ | 
| 
Be oo . Y 
Buttersiure Essigsaiure Milchsaure 


Danach wiirden aus diesen Zwischenprodukten die bei der Aceton- 
butylalkoholgarung vorkommenden Endprodukte gebildet. Nach diesem 
Schema fiir das erste Garungsstadium entsteht tiberhaupt kein Kohlen- 
dioxyd. Wie viele Forscher, u. a. Donker, erwiesen haben, kommen Buty!- 
alkohol und Aceton bei derartigen Giarungen erst in einer spaiteren Phase 
zustande, aber Kohlendioxyd und Wasserstoff werden vom Beginn der 
Garung an ausgeschieden. Man mu&8 annehmen, da8 Butterséure und 
Essigsaéure bei der Acetonbutylalkoholgirung in gleicher Weise entstehen 
wie bei der Butterséuregérung. Bei der Butterséuregirung treten ebenfalls 
groBe Mengen Kohlendioxyd und Wasserstoff auf, wenngleich Butterséure 
und Essigsiure bei dieser Garung Endprodukte werden. Somit wirkt 
Speakmans Schema schon in seinem ersten Stadium unwahrscheinlich. 

Donker hat bei seinen Garversuchen mehrere Bacterien angewandt, 
von denen die meisten den Acetonbutylalkoholbacterien zugezahlt 
werden kénnen. Nur sein ,,Stamm 9°‘ und ,, Stamm 10‘ sind eigentliche 
Buttersdurebacterien. Er bezeichnet sie mit dem Artnamen ,,Granulo- 
bacter saccharobutyricum Beijerinck* und, nach den Analysenresultaten 
zu urteilen, gehéren sie derselben Art zu wie die von mir angewandten 
Buttersaureerreger. 
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Donker erhalt bei der echten Buttersdiuregérung Wasserstoff- 





mengen, welche diejenigen iibersteigen, die man erhalten sollte, wenn 
die friiheren Garungstheorien zutreffend waren. 

In dem nachfolgenden Schema zeigt er, wie dieser Wasserstoffiiber- 
schuB nach seiner Auffassung zustande kommt, desgleichen wie die Butter- 
siure bei der Butterséuregaérung gebildet wird. 

Schema fiir die Butterséuregirung der Hexosen (nach Donker). 


I. CgH,.0, — 2CH,CO-CHO 


Glucose 
OH 
II. CH,COC--OH —» CH,CHO+ HCOOH 
\H 
H ff Pod 
Ill. COOH —» CO,+H, 
‘SO 
H Fl 
IV. CH,CHO+H,0 <> CH,C—OH —» CH,COOH + H, 
‘OH 
OO HH 
V. CH,C¢ +H—CCHO —» CH,;CHOHCH,CHO [— 
H H 
JH 
<> CH;CH = CHC’-OH -—» CH,;CH,CH,COOH 
SOH Buttersaure 


Wie aus Donkers Reaktionsschema deutlich hervorgeht, ist er der 
Ansicht, daB der die Aquivalentmenge des Athylalkohols iibersteigende 
Teil der Essigsiure dadurch entsteht, daB das Acetaldehydhydrat ganz 
einfach zwei Atome Wasserstoff abst6Bt, die in Gasform ausgeschieden 
werden. Zur Motivierung dieser Annahme beruft Donker sich auf Wieland 
(1923), der diese Reaktion in vitro bei Anwesenheit von anorganischen 
Katalysatoren nachgewiesen hat. 

Die in seinen Formeln auftretenden Zwischenprodukte, Methylglyoxal 
und Acetaldehyd, hat Donker nicht nachzuweisen versucht. Er erértert 
die Arbeitsergebnisse und Theorien, die Neuberg und Arinstein veréffentlicht 
haben, und sagt u.a., Newbergs und Arinsteins Behauptung, daB das Aldol 
der Brenztraubensaure ein Zwischenprodukt bei der Buttersdéuregérung ware, 
entbehre jeglicher Bedeutung. Ebenso schlieBt er die Brenztraubensiaure 
von der Reihe der Zwischenprodukte aus, wihrend er das Auftreten von 
Acetaldehyd durch ihre Untersuchungen fiir gesichert ansieht. Meines 
Erachtens jedoch bildet der Acetaldehydnachweis von Neuberg und Arinstein 
den schwachsten Punkt in ihrer ganzen Arbeit. 

Aus Donkers Schema ist nicht ersichtlich, wie der Athylalkohol ge- 
bildet wird. Das liegt daran, daB Donker den Athylalkohol iiberhaupt nicht 
bestimmt hat, sondern ihn bei seinen Versuchen mit echten Buttersaure- 
bacterien unberiicksichtigt laBt. Wie aus den Resultaten der vorliegenden 
Untersuchung hervorgeht, entsteht an und fiir sich sehr wenig Alkohol, 
wenn die Garlésung Carbonate enthalt, und weil die meisten von Donkers 
Garungen in Gegenwart von Kreide ausgefiihrt worden sind, wirkt diese 
AuBerachtlassung kaum in nennenswertem Grade auf das Endergebnis ein. 


Nach dem Schema von Donker erhalt man aus der Ameisensaure 
iquivalente Mengen Kohlendioxyd und Wasserstoff. AuSerdem entsteht 
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Wasserstoff aus dem Acetaldehydhydrat bei dessen Zerfall in Essigsaure 
und Wasserstoff, mit anderen Worten, es ergibt sich in bezug auf das 
CO, ein WasserstoffiiberschuB, dem eine aquivalente Menge Essigsaure 
entspricht. Donkers Analysenergebnisse zeigen, daB es sich im grofen 
und ganzen wirklich so verhalt. Wahrend somit aus je 1 Molekii| 
Hexose 2 Molekiile Kohlendioxyd entstehen, werden aus je 1 Molekii! 
Hexose mehr als 2: Molekiile Wasserstoff gebildet. Zu demselben Resultat 
kommen auch Northrop, Ashe und Senior (1919). Nach den Aalteren 
Garungstheorien kénnte man dagegen héchstens 2 Molekiile Wasserstoff 
aus je 1 Molekiil Hexose erhalten. 

Nach 1926 ist nichts Wesentliches iiber den Mechanismus der Butter- 
siuregérung erschienen. Einige Forscher haben die Versuche, die mut- 
maBlichen Zwischenprodukte als Substrat bei Garungsversuchen mit 
Buttersdurebacterien zu verwenden, wiederholt. So stellten Johnson. 
Peterson und Fred (1933) fest, daB Acetaldol und Methylglyoxa| 
starke Zellgifte sind. Bernhawer und Kiirschner (1935) zeigen, dati 
auch der Crotonaldehyd ein starkes Zellgift ist: desgleichen er. 
wiesen sie, da Acetaldol durch Buttersdurebacterien nicht zu Butter. 
siure umgelagert wird. 

Der Hollander van der Lek (1930) wiederholte Newbergs und Arin- 
steins Versuche, das Aldol der Brenztraubenséure zu vergiren. Wie 
diese stellte er fest, daB es fast quantitativ zu Buttersdiure und Kohlen.- 
dioxyd vergarte. 

Die Butterséiuregirung ist meist als Nebenvorgang bei der Aceton- 
butylalkoholgarung behandelt worden. Nach der in den letzten Jahren 
erschienenen Literatur tiber die Acetonbutylalkoholgarung stellt jedoch 
die Buttersiure ein wichtiges Zwischenprodukt bei der Acetonbuty!- 
alkoholgarung dar. 


So zeigt Speakman (1920a und 1920b), daB Buttersaure, bei Aceton- 
butylalkoholgérung zugesetzt, zu 80°, in Butylalkohol und zu 10°, i 
Aceton iibergeht. Nach Bernhauer und Kiirschner (1935) geht die Butter 


sdure zu 95°, in Butanol iiber, wahrend zugefiihrte Essigséiure (auch ein | 


Endprodukt bei der Butterséuregiéirung) sich zu 97% als Aceton wieder 
findet. Speakman (1920a und 1920b), Donker (1926) und andere haben er. 
mittelt, daB bei einer Acetonbutylalkoholgaérung primar Buttersaure gebildet 
und danach zu Butylalkohol reduziert wird. 

Wie schon aus diesen wenigen Beispielen hervorgeht, diirfte di 
Butterséuregirung die Grundlage fiir die Acetonbutylalkoholgarung 
darstellen. Es ware daher von Belang, die Butterséuregaérung ein. 
gehend zu untersuchen, um dadurch einen festen Grund fiir die Unter. 
suchung der Acetonbutylalkoholgarung zu gewinnen. 


Die eigentlichen Buttersiurebacterien kénnen nach van Beynw 


und Pette (1936) in zwei Hauptgruppen eingeteilt werden, namlich 1: 
solche, die Milchséure vergiren, und in solche, die Milchsaure nich 
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vergaren. Da Milchsaure bei der Vergairung von Glucose durch Butter- 
sdurebacterien gebildet wird, ist sie fiir die letztgenannten das End- 
produkt, wahrend solche Bacterien, welche Milchsiure vergiren, die 
entstandene Milchsdure nattirlich weiter zerlegen. Da diese weitere 
Zerlegung der Milchsiure die Reaktion komplizierter gestaltet, habe 
ich fiir meine Arbeit ein Butterséurebacterium ausgewahlt, welches so 
geartet ist, daB es die Milchséure nicht weiter zersetzt. 


Experimenteller Teil. 

Die Garversuche wurden mit abzentrifugierten und gewaschenen 
Bacterienmassen eines aus Gartenerde isolierten und als Bacillus 
saccharobutyricus (Lehmann-Neuwmann, 1920) charakterisierten Bac- 
teriums ausgefiihrt. Die Ziichtung der Bacterien geschah stets in einer 
Nahrlésung von folgender Zusammensetzung: 5 g Pepton, 5 g KH, PO,, 
0.2¢ MgSO,, 2g NaCl, 20g Glucose, 800 ccm Leitungswasser und 
200 cem Kartoffelauszug. Durch Zufiigen von gesattigter Sodalésung 
wahrend des Wachstums wurde das py bei 6,5-—7 gehalten. Aus 5 Litern 
der Kultur wurden auf diese Weise 10 bis 15g feuchte Bacterien er- 
halten. Die Bacterienmasse wurde in einer sterilen, mit CaCO, oder 
Phosphatpuffer versetzten wasserigen Glucoselésung suspendiert, die 
Luft mittels sterilen CO, oder N, verjagt und die Garung bis zum 
Verschwinden der Glucoge ablaufen gelassen. Garprodukte von Glucose : 
n-Buttersdure, d-Milchsiure, Essigsiure, Athylalkohol, Ameisensiure, 
H,, CO,. (Weitere Methodik: siehe Pelddn, 1939.) 


I. Vorversuche. 
1. Verschiedene Phosphatkonzentrationen. 
Um zu ermitteln, eine wie starke Pufferlésung die Buttersaure- 
bacterien vertragen, wurde folgender Versuch angestellt : 


Phosphatpuffer m/2 in Kolben: I 50cem, IL 100 cem, III 200 cem 
und IV 400 cem. 

AuBerdem in jedem Kolben: Glucose 3g, feuchte Bacterienmasse 
etwa 2g, Wasser ad 500 cem. 


Tabelle I. 








Kolben Nr. I II lil i| IV 
Stunden | PH Glucose | py Glucose PH Glucose || pH Glucose 
| verbraucht verbraucht verbraucht verbraucht 
0 6,5 0 6,5 0 6,5 0 6,5 0 
10 6,17 22,2 6,35 24,5 6,42 28,8 6,47 5,2 
25 | 5,45 32,2 6,02 37,4 6,31 56,0 6,41 12,0 
50 4,98 43,8 5,75 58,2 6,22 100,0 6,4 13,7 
75 ~=—||:s«4,88 47,0 5,85 75,1 6,24 _ 6,43 13,6 
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Wie aus Tabelle [ ersichtlich, ist die Pufferkonzentration in de: 
Kolben I und IJ zu klein, denn das py sinkt in beiden Fallen auf Werte 
die sich dem py-Minimum der Bacterien nahern. Infolgedessen vollzieht 
sich die Garung nach dem Ende hin triage. In Kolben TV ist die Phosphat 
konzentration wiederum zu groB, denn trotz einem Aciditatsgrad, den 
die Bacterien gut vertragen, hért die Garung schon in einem friihen 
Stadium auf. Im Kolben III dagegen ist die Glucose binnen weniger 
als 50 Stunden quantitativ vergoren, wahrend das py gleichzeitig nur 
von 6,5 auf 6,2 gesunken ist. Die Phosphatkonzentration im Kolben III 
ist mithin als die fiir diese Garversuche am besten geeignete zu be- 
trachten. 

2. pu-Optimum. 

Nachdem durch den obigen Versuch festgestellt worden war, dai} 
die Buttersiurebacterien eine Pufferung von 200 cem m/2 Phosphat- 
puffer auf 500 cem Garlésung gut vertragen, wurde folgender Versuch 
angestellt : 

In jedem Kolben: Glucose 2,5 g, Phosphatpuffer m/2 200 cem, feucht: 
Bacterienmasse etwa 2g, Wasser ad 500 ccm. 

Nach den in Tabelle IT angegebenen Zeiten wurden Proben entnommen 
und aus diesen der Glucosegehalt bestimmt. 


Tabelle II. 





10 Std. 20 Std. 30 Std. 





9/9 Glucose verbraucht 


Kolben I (px 3,8 — 4,12)........ 0 0 0 
mn IT (pa 4,99 — 4,6)......... 7,2 12,8 14,4 
us ITI (pw ‘6,75 — 5,26).......° 19,8 32,7 42,7 
5a IV (py 6,5 — 6,22)........ 28,9 48,8 63,1 
je V (pm 7,22 — 6,72)........ 38,8 78,6 100 
- Vi Git BO. TPO) es ees 15,2 38,0 81,1 
i VIL (px 8,5 Ry ie cee 0 0 0 


Aus der Tabelle II geht hervor, daf die Glucose im Kolben V am 
raschesten vergoren worden ist. Im Kolben VI vollziebt sich die Garung 
geschwinder, je mehr man sich py 7 nahert. Im Kolben IV erfolgt die 
Garung gegen das Ende zu langsamer, da der py-Wert sich von 7 ent- 
fernt. In den Kolben I und VII ist keine Garung eingetreten. 

Aus diesem Versuch la8t sich der SchluB ziehen, daB das py-Opti- 
mum der Garung mit Butterséiurebacterien bei py etwa 7 und das 
pu-Gebiet, innerhalb dessen die Garung méglich ist, etwa zwischen 
pu 4.5 und 8 liegt. 

Trotzdem das py-Optimum dieses Bacteriums also bei py 7 liegt, 
ist bei den folgenden Versuchen meistens anfanglich py 6,5 angewandt 
worden, und zwar aus dem Grunde, weil oft Parallelversuche mit Kreide 
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ausgefiihrt wurden, welche bekanntlich die Reaktion der Garlésung 
auf py etwa 6,5 einstellt. 
3. Temperaturoptimum. 

Um festzustellen, bei welcher Temperatur die Buttersiuregdérung 
am raschesten vor sich geht, wurden folgende Versuche ausgefiihrt. 

In jedem Kolben: Glucose 0,25 g, Phosphatpuffer m/2 20 cem, feuchte 
Bacterienmasse etwa 0,3 g¢, Wasser ad 50 ecm. 

Der pu-Wert war zu Beginn der Garung 7,0. Die Kolben wurden in 
Thermostaten mit verschiedener Temperatur gebracht. Die Garzeit betrug 
20 Stunden: danach erfolgte die Zuckerbestimmung; iiber die Analysen- 
ergebnisse siehe Tabelle IIT. 


Tabelle IIT. 





Kolben I If Il IV Vv VI 
Temperatur ... 20° 30° 35° 40° 45° 50° 
), Glucose ver- 

braucht..... 32,7 53,0 65,7 72,1 45,0 5,0 


Wie die Tabelle erkennen laBt, liegt das Temperaturoptimum 
dieser Garung bei 35—40°. Aus praktischen Griinden sind die bei 
dieser Arbeit ausgefiihrten Versuche bei einer Temperatur von 37° 
angestellt worden. 

4. Milchsture als Substrat. 

Mittels verschiedener Versuche habe ich (Pelddn, 1939) gezeigt, dab 
die in der vorliegenden Untersuchung benutzten Buttersdurebacterien 
(racemische) Milchséure nicht als Substrat zu verwerten vermégen. 
Daher entbehren die Theorien, nach denen die Milchsdéure das erste 
Zwischenprodukt bei der Glucosegirung mit Buttersadurebacterien 
bildet (Buchner und Meissenheimer, 1908), zum mindesten in diesem 
‘alle jeglichen Grundes. 


5. Konstanz der Girprodukte bei Parallelversuchen. 


Wenn Garungen unter analogen Bedingungen ausgefiihrt werden, 
zeigen die Analysenergebnisse, da8 diese Prozesse in den verschiedenen 
Kolben in gleicher Weise verlaufen, denn es haben sich gleiche End- 
produkte in gleichen Mengen gebildet. Lat man wiederum die Garungen 
unter verschiedenen Bedingungen (verschiedene py-Werte, verschiedene 
Kationen usw.) vor sich gehen, ergeben sich verschiedene Resultate : 
Versuch: Kolben TI und II: Phosphatpuffer m/2 200 cem, 

gy "| Eg DV Reade 3 ge: 


AuBerdem in jedem Kolben: Glucose 2,5 g, feuchte Bacterienmasse 


etwa 2g, Wasser ad 500 cem. 
Die Kolben wurden, jeder an eine Gasbiirette angeschlossen, in ein 
Gargefa8, Temperatur 37°, gesenkt, wonach die Luft aus den Kolben I 


&* 
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und If mit Stickstoff, aus den Kolben III und IV mit Kohlendioxyd au- 
getrieben wurde. 

Die Garung dauerte 40 Stunden, wobei die ganze Glucose vergore 


wurde. Resultate in Tabelle IV. 


Tabelle IV. 








Kolben Nr. I II Ill IV 
DH 6,4 —5,98 6,4—6,06 | 6,4—5,85 6,4—6,07 
i 

2 NS rags cem 331,3 291,9 — 
ARCS oe ecm 325,8 292.9 462,0 511,0 
Ameisensaure ...... of 7,1 10,4 PY 2,7 
Milchséiure ........ % 26,4 20,3 15,2 + 16,8 
Essigsiure ........ % 22,8 23,1 13,0 10,1 
Buttersiure ....... 0,3 0,5 22,6 26,2 
Athylalkohol ...... of 13,7 12,7 1,5 7 
Essigs./Alkohol (E/A) 1,72 1,39 6,67 4,57 


Die Tabelle IV zeigt typische Butterséuregirungen, teils ohne 
Calciumionen (Garungen I und IL), wobei Butterséure nur unbedeutend 
gebildet wird, teils in Gegenwart von Calciumionen (III und IV), was 
eine groBe Buttersdéureausbeute ergibt. 


6. EinfluB des py-Wertes auf den Gdarungsverlauf. 


Nach einigen vorbereitenden Versuchen (Pelddén, 1937), bei denen 
u.a. festgestellt wurde, daB die Milchsiuremenge abnimmt, je naher 
man dem Garungsoptimum (py 7) kommt, wurde folgende Versuchs- 
reihe ausgefiihrt. 

Garkolben mit je: Glucose 2,5 g, Phosphatpuffer m/2 200 cem, feuchte 
Bacterienmasse etwa 2g, Wasser ad 500 cem. 

Die Luft wurde mit Stickstoff aus den Kolben vertrieben. Bei Garung 
III war die Gasbildung nach 40 Stunden beendet, bei den iibrigen nach 
etwa 50 Stunden. Nach diesen Zeitraumen wurden die Garversuche be- 
endet, und festgestellt, daB der gesamte Zucker vergoren war. Die Garungs- 
ergebnisse gehen aus Tabelle V hervor. 


Tabelle V. 











Kolben Nr. I II III IV 
pu | 5,7 — 5,83 . e~ 5,75 7,4 — 6,88 8,0 — 7,27 
Wasserstoff ...... cem 396,6 199,3 202,3 
Kohlendioxyd .... cem 389,0 204,0 206,0 
Ameisensaure ...... A 4,6 3,7 yA 24,4 
Milchsfure ........ % 45,8 27,6 8,0 36,6 
Essigsaure ......... % 13,1 21,5 27,3 17,5 
Buttersiure ....... of 0,0 0,0 0,0 0,0 
Athylalkohol ...... % ||  __ 88 14,5 iL... es 10,1 
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Wie die Tabelle V zeigt, wirkt der Aciditatsgrad auf den Verlauf 
der Garung ein. So ist zu erkennen, daB 

1. Garungen, bei denen das py den Wert 7 iibersteigt, viel Ameisen- 
siure und wenig Gas geben, wahrend das Verhaltnis bei einem py-Wert 
unter 7 umgekehrt ist (vgl. Tikka, 1935): 

2. je naher man der neutralen Reaktion (dem Optimum) kommt, 
desto weniger Milchséure unter den Endprodukten auttritt, wahrend 
Essigsiure und Alkohol zunehmen; 

3. bei Abwesenheit von Calciumionen die Buttersdéureausbeute 
gleich 0 wird: 

4. das Verhaltnis H,/CO, sich unabhangig vom py dem Wert 1 
nahert : 

5. das Verhaltnis Essigsiure/Alkohol sich ebenfalls unabhangig 
vom pu dem Wert | nahert. 


II. Versuche zum Nachweis von Zwischenprodukten. 
1. Acetaldehyd. 


Neuberg und Arinstein (1921), sowie Donker (1926) sind der Ansicht, 
daB als Zwischenprodukt bei der Butterséuregirung Acetaldehyd auf- 
trete. Bei Versuchen mit einem ,,echten Buttersaurebildner*’ haben 
auch Newherg und Arinstein in einigen Fallen unmittelbar aus der 
Lésung qualitativ (Nitroprussidnatrium) Acetaldehyd nachweisen 
kénnen, doch ist dieser dann, nach den genannten Forschern, in so 
veringen Mengen aufgetreten, daB sich eine Uberdestillation unméelich 
ausfiihren lieB. 

Donker fiihrt keine Acetaldehydbestimmung durch, sondern bezieht 
sich auf die Arbeit von Newberg und Arinstein, wonach Acetaldehyd als 
Zwischenprodukt bei der Buttersduregdrung auftrete. 

Da dieser Beweis etwas schwach ist und da ferner nach Neuherg 
und Arinstein Acetaldehyd trotz vielen Versuchen nicht als Substrat 
fiir die von ihnen benutzten Butterséurebildner brauchbar war, habe 
ich einige Kontrollversuche ausgefiihrt, die im groBen und ganzen alle 
gleich ausfielen. 

Kontrollversuche. Kolben I: Glucose 2,5 g, Natriumsulfit 6 g, Phosphat- 
puffer m/2 200 cem, feuchte Bacterienmasse etwa 2 g, Wasser ad 500 cem, 
Stickstoffatmosphare; Kolben II: Glucose 2,5 g, Natriumsulfit 6 g, Kreide 
3g, feuchte Bacterienmasse etwa 2g, Wasser ad 500 cem, Kohlendioxyd- 
atmosphire. 

Das pu war bei Versuchsbeginn 6,7. Als die Luft aus den Kolben nach 
dem Zusetzen der Bacterienmasse ausgetrieben wurde, machte sich ein 
deutlicher Geruch von Schwefelwasserstoff bemerkbar und mit Bleiacetat- 
lésung angefeuchtetes Filtrierpapier wurde geschwarzt, weshalb eine starke 
Reduktion in den Lésungen eingetreten sein muBte. 
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Im Verlauf der Garung wurden den Lésungen Proben entnommen 
Diese wurden einer Behandlung unterzogen, die Newberg zur Uberdestillatio: 
von Acetaldehyd angegeben hat. Als aber das Destillat mit Nitroprussid 
natrium und Piperidin behandelt wurde, zeigte es sich, daB Acetaldehyd 
nicht einmal in Spuren auftrat. 

Nach beendeter Géarung lieB sich feststellen, daB die Géarlésungen 
Sulfit enthielten. 

Die Garzeit bei Gérung I betrug 38 Stunden, bei Garung IT 60 Stunden, 
wobei alle Glucose vergoren wurde. In Tabelle VI sind die Analysenergeb 
nisse dargestellt. 


Tabelle VI. 














Kolben Nr. I II 
Phosphat puffer Girprodukte CaCo 3-Puffer Girprodukte 
und Stickstoff- in Glucose und in Glucose 
atmosphire umgerechnet Co -Atmosphiire umgerechnet 
Milchséure .. .% 28,6 | 28,6 12,8 12,8 
Essigsaure .. .°% 29,2 44,0 14,1 21,1 
Buttersaure . .% 1,0 2,0 25,1 51,5 
Athylalkohol .°% 6,; 12,5 2,1 4,2 
87,1 % 89,6 % 


| ee 3,57 5,16 


Aus diesem Versuch ergibt sich folgendes : 

1. Acetaldehyd ist nicht angetroffen worden. 

2. Die Endprodukte sind dieselben wie bei den Versuchen ohne 
Sulfit, mit dem Unterschied, daB bei Garung I das Verhaltnis £/A sich 
dem Wert 1 nicht nahert. Das liegt daran, daB der Sulfit als Wasserstoff- 
akzeptor gedient hat, wodurch die Menge des oxydierten Garproduktes 
(der Essigsiure) auf Kosten des reduzierten Produktes (des Athy!- 
alkohols) zugenommen hat. Dies wird in anderem Zusammenhang 
eingehender behandelt werden. 

An dieser Stelle ist es angebracht, gewisse Angaben, die Newberg 
und Arinstein iiber ihre Untersuchungen zum Mechanismus der Butter- 
sduregarung gemacht haben, zu beriihren. Wie aus Tabelle VI, Garung II, 
hervorgeht, bildet sich eine gleich groBe Menge Butterséure in Gegen- 
wart von Sulfit wie sonst (s. Tabelle IV), wenn Kreide als Neutrali- 
sierungsmittel benutzt wird. Newberg und Arinstein fiihrten ihre ,, Abfang- 
versuche*‘ mit Fitzschen Bacterien aus, da eine Art ,,Amylobacter™ 
mit welchem sie ebenfalls gewisse Versuche unternahmen, fiir ,,Abfang- 
versuche“ nicht geeignet war, und zwar aus dem Grunde, weil es Sulfit 
zu Sulfid reduzierte und das entstandene Sulfid eine Giftwirkung auf 
die Bacterien ausiibte. Dies ist begreiflich, wenn man bedenkt, dali 
Neuberg und Arinstein von Impfungen ausgingen und die Garzeit daher 
lang wurde. Schwerer zu verstehen ist ihre Behauptung, da8 das 
Fitzsche Bacterium, das bei niedrigem Sulfitgehalt (1,5°%%) diesen zu 
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Sulfid reduzierte, es bei héherer Sulfitkonzentration (2,5°5) nicht mehr 
tat. Infolgedessen konnten sie gelungene ,,Abfangversuche* ausfiihren, 
soweit eben der Sulfitgehalt groB genug war. Bei diesen Versuchen ergab 
sich folgendes: 

a) Etwa 10% des Zuckers wurden als Acetaldehyd wiedergewonnen. 

b) Es wurde keine Buttersaiure gebildet, wohl aber Essigsiure und 
Athylalkohol. Bei ihren Versuchen benutzten Neuberg und Arinstein 
Kreide als Neutralisationsmittel, weshalb sie im groBen und ganzen 
dieselben Garungsbedingungen wie bei Gairung IT der Tabelle VI hatten. 

Wie aus den Garungstheorien, die im historischen Teil angefiihrt 
worden sind, hervorgeht, sind Newberg und Arinstein der Ansicht, daB 
die Essigsdure und der Athylalkohol iiber Acetaldehyd gebildet werden, 
wahrend die Buttersdure iiber das Aldol der Brenztraubensaure entsteht. 
Da man wei, daB der Acetaldehyd fester an Sulfit gebunden wird als 
die Brenztraubensaure, sind ihre Folgerungen nicht zu verstehen, denn 
in Wirklichkeit miiBte ja in diesen Fallen die Butterséureausbeute 
relativ gréBer werden als die Ausbeute von Essigséure und Alkohol. 
Die einzige Erklarung fiir diese Analysenresultate von Neuherg und 
Arinstein diirfte darin zu finden sein, daB das Fitzsche Bacterium keine 
Reinkultur, sondern eine Mischung von zwei (oder mehreren) Bacterien- 
arten darstellt, von denen eine als Buttersdéurebildner auftritt. Diese 
stirbt ab, wenn geniigend Sulfit zugesetzt wird, wahrend die andere 
(oder die anderen) den héheren Sulfitgehalt vertragen und daher die 
Glucose vergiren. Dies diirfte erklaren, dab 

1. Acetaldehyd entsteht (das iibrigbleibende Bacterium kann 
Carboxylase produzieren), 

2. Sulfit nicht reduziert wird (die stark reduzierende Art ist ab- 
gestorben), 

3. keine Buttersiure gebildet wird (der Buttersaurebildner ist 
getétet). 

Wie oben angefihrt, vertreten Newberg und Avinstein die Auf- 
fassung, daf bei der Butterséuregirung wenigstens Essigsiure und 
Athylalkokol iiber Brenztraubensiure und Acetaldehyd gebildet werden: 

2CH,COCOOH = 2CH,CHO + 2C0, 
2CH,CHO + H,O = CH,COOH + CH,CH,OH. 

Nach diesen Forschern spaltet sich die Brenztraubenséure durch 
Carboxylaseeinflu8 in Acetaldehyd und Kohlendioxyd. Darauf_ soll 
angeblich zwischen zwei Molekiilen Acetaldehyd die Cannizzarosche 
Reaktion eintreten. Dies wiirde demnach auch geschehen miissen, 
wenn man Brenztraubensdure als Substrat anwenden wiirde. Die beiden 
Forscher haben auch Versuche, Brenztraubensiure zu vergaren, aus- 
gefiihrt. Dabei erhielten sie ausschlieBlich Essigsiure und Ameisensaure 
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nebst deren Spaltungsprodukten, Kohlendioxyd und Wasserstoff, abe: 
Alkohol nachzuweisen gelang ihnen nicht. Zu denselben Ergebnisse 
bin ich gekommen, als ich bei meinen Versuchen Brenztraubensaur: 
als Substrat anwandte, wie aus den Tabellen VILLE und IX her 
vorgeht. 

Obgleich die Tatsache, daB Acetaldehyd bei den von mir aus 
gefiihrten ,,Abfangversuchen*’ nicht nachgewiesen werden konnte. 
schon beweisen miiBte, daB Carboxylase bei der von mir benutzten 
Bacterienart nicht vorkommt, stellte ich unter Anwendung trockener 
Bacterienmasse noch weitere Versuche an. Dabei benutzte ich die von 
Neuberg (1936) bei der Beschreibung eines Demonstrationsversuchs 
angegebene Methode und Mengen. Diese Versuche sind alle negativ aus- 
gefallen, da keine Kohlensaurebildung eintritt. Ebensowenig entsteht 
Acetaldehyd. 

Da Acetaldehyd nicht als Zwischenprodukt auftritt und auch 
Carboxylase bei dem von mir angewandten Buttersiurebildner nicht 
vorkommt und da die Analysenergebnisse, die Newberg und Arinstein 
iiber ihre Garversuche mit Buttersiurebacterien ver6ffentlicht haben, 
in gleicher Weise gedeutet werden kénner, mu man der Ansicht sein, 
das weder Newberg und Arinstein noch Donker den Verlauf der Butter- 
siuregirung richtig ausgelegt haben. Aus diesem Grunde ist eine neue 
Untersuchung des Reaktionsverlaufs als berechtigt zu erachten, um 
so mehr, als Newberg und Arinstein bei ihren Versuchen, Methylglyoxal, 
Acetaldol und Acetaldehyd, welche sie fiir Zwischenprodukte hielten, 
zu vergaren, feststellten, da diese Substrate von den Buttersaure- 
bacterien tiberhaupt nicht angegriffen wurden. 

Die in letzter Zeit ausgefiithrten Untersuchungen iiber die Ver- 
girung der Glucose weisen darauf hin, daB Methylglyoxal tiberhaupt 
nicht als Zwischenprodukt auftritt (Embden, Meyerho/, Tikka usw.). 
Sie zeigen, daB die Glucose primar in zwei Molekiile Triose gespalten 
wird, zwischen denen danach Dismutation eintritt. Infolgedessen 
entstehen Glycerin und Glycerinsdéure, die somit echte Zwischen- 
produkte sind. 

DaB die Phosphorylierung bei Vergérung der Glucose eine wichtige 
Rolle spielt, steht auBer Zweifel, da ich jedoch die Phosphorylierung bei 
der Buttersaéuregérung nicht untersucht habe, wird diese Frage in dieser 
Arbeit nicht naher behandelt. Von mir angestellte orientierende Ver- 
suche haben erwiesen, daf8 phosphorylierte Molekiile in gleicher Weise, 
aber langsamer als unphosphorylierte giren. Dasselbe hat Tikka bei 
seinen Untersuchungen iiber die Vergirung der Glucose durch Coli- 
bacterien festgestellt. 

Es folgt nun eine Beschreibung meiner Versuche, die Zwischen- 
produkte, die nach der Embden- Meyerhofschen Theorie bei der Ver- 











gal 
an 


wu 
hol 
nat 
Be: 
the 
dal 
die 
gel 
red 
gly 
Tri 


Ga 


aus 


qui 
Tri 
bes 
um 
wir 
Nie 
die 
der 
bec 


veb 
wal 
PH 

hin 
Tri 


wul 
abe 
kan 
glei 
bra 
in ¢ 
wul 
kris 
144 
ist 





aber 


‘issen 
saure 
her 


aus 
nnte., 
bzte n 
cener 
» von 
suchs 
aus- 
steht 


auch 
nicht 
stein 
ben, 
sein, 
tter- 
neue 

um 
oxal, 
Iten, 
ure - 


Ver- 
aupt 
sw.). 
ulten 
ssen 


hen- 


itige 
r bei 
ieser 
Ver- 
eise, 
» bei 
Coli- 


hen- 


Ver- 








Reaktionsmechanismus der Butterséuregarung. 121 


girung der Glucose auftreten sollen, nachzuweisen und als Substrat 
anzuwenden. 


2. Methylglyoxal und Triosen. 


Bei Garungsversuchen mit Glucose als Substrat, die abgebrochen 
wurden, bevor die Glucose vollstandig vergoren war, ergaben sich abnorm 
hohe Zuckerwerte. So zeigten sich, als zwei Garungen 2 bzw. 4 Stunden 
nach dem Ansetzen abgebrochen wurden, bei der Bestimmung nach 
Bertrand Werte, die, in Glucose umgerechnet, mehr als 100°) der 
theoretischen ausmachten. Die Ursache dazu war darin zu erblicken, 
daB die Bacterien die Glucose angreiten, sie in zwei Teile zerlegen und 
diese letzteren nicht augenblicklich in nichtreduzierende Form iiber- 
gehen, weshalb sie bei der Zuckerbestimmung die Fehlingsche Lésung 
reduzieren. Diese Glucosespaltung kann zu zwei Molekiilen Methy!- 
glyoxal (Newberg, Donker und Van der Lek) oder zu zwei Molekiilen 
Triose bzw. Triosephosphorsiureester leiten (Hmbden- Meyerhofsche 
Garungstheorien). 


Neuberg, Farber, Levite und Schwenk (1917) haben eine Methode 
ausgearbeitet, nach der sich die Triosen in Gegenwart von Hexose 
quantitativ bestimmen lassen. [hre Methode geht davon aus, daB die 
Triose bei der Destillation der Analysenfliissigkeit, sofern dieser eine 
bestimmte Menge (20%) Schwefelsiure zugesetzt ist, zu Methylglyoxal 
umgelagert wird, welch letzteres iiberdestilliert. Aus dem Destillat 
wird das entstandene Methylglyoxal als Phenylosazon ausgefallt, der 
Niederschlag abfiltriert und gravimetrisch bestimmt. Bei den Versuchen, 
die ich ausfiihrte, um zu ermitteln, inwieweit es sich bei der Stérung 
der Glucosebestimmung um Methylglyoxal oder Triose handelte, 
bediente ich mich der genannten Methode. 


Ich untersuchte eine Garung, die nach einer Garzeit von 2 Stunden ab- 


vebrochen wurde. Nachdem die Bacterienmasse abzentrifugiert worden 
war, wurde von 500 cem eine Fraktion von 100 cem unter Einhaltung von 
pu = 7 destilliert. Als zu dieser Fraktion essigsaure Phenylhydrazinlésung 
hinzugefiigt wurde, erschien kein Niederschlag, sondern nur eine schwache 
Triibung. Dies zeigt, daB Methylglyoxal in der Lésung nicht vorhanden ist 


Danach wurde abgekiihlt und 100 cem konz. H,SO, zugesetzt. Nun 
wurden 100 cem abdestilliert, darauf mit Wasser auf 500 cem aufgefiillt, 
abermals eine Fraktion von 100 cem genommen und neu aufgefiillt. So 
kamen sechs Fraktionen von je 100 cem zustande. Zu jeder wurde die 
gleiche Menge essigsaurer Phenylhydrazinlésung gefiigt, wodurch ein gelb- 
brauner Niederschlag in den Kolben entstand. Dabei wurde der Niederschlag 
in den aufeinanderfolgenden Fraktionen immer schwacher. Nach 12 Stunden 
wurde der Niederschlag abzentrifugiert und aus verdiinntem Alkohol um- 
kristallisiert. Nach drei Umkristallisationen war sein Schmelzpunkt auf 
144—145° gestiegen. Der Schmelzpunkt des Methylglyoxalphenylosazons 
ist nach Pechmann (1877) 145°. Als weitere Kontrolle stellte ich Methyl- 
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glyoxalphenylosazon dadurch her, daB ich Glycerinaldehyd in gleiche: 
Weise wie die Analysenlésung destillierte wonach ich das entstande:, 
Methylglyoxal fallte. Der Schmelzpunkt war nach drei Umkristallisation: 
aus verdiinntem Alkohol 143—144°. Eine Mischung gleicher Teile dies«- 
und des aus der Girlésung erhaltenen Niederschlags schmolz ebenfalls b 
143 — 144°, der erhaltene Niederschlag war also Methylglyoxalphenylosazo: 
Da Methylglyoxal erst nach Zusatz von Schwefelséure  iiber- 
destillierte, kann es sich vorher nicht in der Lésung befunden habe 
Bei den Bedingungen, unter denen die Destillation ausgefiihrt wurde. 
sind es nur Glycerinaldehyd und Dioxyaceton, die Methylglyoxa! 


bilden kénnen. Damit glaube ich das Vorhandensein von Triose in der 


Girlésung nachgewiesen zu haben. 

Einen anderen Ansatz lieB ich 20 Stunden garen, wonach die Garlésuny 
Fehlingsche Lésung nicht mehr reduzierte. Dann wurde auch mit diese: 
Garlésung eine Destillation in Anwesenheit von Schwefelséure ausgefiihrt 
Das Destillat gab mit essigsaurem Phenylhydrazon keinen Niederschlag, 
sondern nur eine schwache Triibung. Somit war die beim vorhergehenden 
Versuch nachgewiesene Triose ein Zwischenprodukt. 


5. Brenztraubensdure. 

Sowohl nach der Newbergschen als auch nach der Embden-Meyerho}- 
schen Girungstheorie spielt aie Brenztraubenséure bei der Vergarung 
der Glucose eine groBe Rolle. Es war daher von Interesse, nachweisen 
zu kénnen, ob sie auch bei der Buttersduregdrung auftritt. Ahnlich: 
Versuche hat Speakman (1925) beziiglich der Vergérung von Glucose 
durch Bacillus acetoethylicus ausgefiihrt, wobei er eine Farbreaktion 
benutzte, die zuvor von Simon und Piaux angewandt wurde. Diese 
besteht darin, daB bei Zufiigung von (N H4).SO,4, Nitroprussidnatrium 
und Ammoniak zu einer abgemessenen Menge Garlésung eine Blau- 
firbung eintritt, wenn die Garlésung Brenztraubensaure enthalt. Dic 
_ Farbintensitat ist der Menge der Brenztraubensaure direkt proportional. 

Diese Methode benutzte ich zum qualitativen Nachweis von 
Brenztraubensdure in der Garlésung. Die Proben, die 2—4 Stunden 
nach Beginn der Garung entnommen wurden, gaben regelmaBig Blau- 
farbung. Gegen Ende der Garung nahm die Farbintensitat ab und als 
keine Fehlingsche Lésung mehr reduziert wurde, zeigte sich auch 
keine Blaufarbung mehr. 

Da anzunehmen war, das’ etwa vorhandener Acetaldehyd dic 
Reaktion stéren kénnte, wurde die Lésung durch Eindampfen auf die 
Halfte ihres Volumens reduziert. Hierbei miiBte etwa vorhandene! 
Acetaldehyd véllig mitverdunstet sein. Nach diesem Vorgang erneut 
genommene Proben zeigten jedoch, da8 die Farbintensitat starke: 
geworden war. Dies erweist, da die Brenztraubensaure als Zwischen- 
produkt bei der Butterséuregarung auftritt. 
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leicher ff II. Bildung der Endprodukte. 
¢ 
inde) Wee 2 
1. Essigsdure. 
tone J 
diese. a) Garung der Glycerinsaure. 
{ls be ‘ - P Ya , 
te Die Garung der racemischen Glycerinsiéure wurde in folgender 
a} Weise bewerkstelligt : 
iiber- 
abe 500 cem Glycerinsdure in Form ihres Caleciumsalzes wurden in wisseriger 
c J i . . . ad 2 
iad Lésung mit einer aquivalenten Menge Natriumoxalat behandelt und das 
vurde, dabei gebildete Calcitumoxalat abfiltriert. Die so gewonnene Lésung glycerin- 
VOX sauren Natriums wurde mit 100 cem m/2 Phosphatlésung gepuffert und mit 
in der etwa 1 g feuchter Bacterienmasse versetzt. Dann wurde auf 250 cem ver- 
diinnt, der Garungskolben an das Gasbiirettensystem gekoppelt un1 die 
, Luft mittels Stickstoff ausgetrieben. Garzeit 50 Stunden. py 6,55 —6,45. 
_ Analysenergebnisse in Tabelle VIT. 
aiese! 
fiihrt Tabelle VII. 
chlag, 
enden Gefunden Berechnet °'9 der Theorie 
SU IMs sca sno: odie dba anh wwe wes eem 101.2 105.5 95,9 
RPM esa Tae rah do's nie os al oea ai eem 99,0 105.5 93,8 
AMBCIENSRULC. 0... 6 oc ce ces % Spuren - 
ney SSN SAS eer csr ms % 56,0 56,6 98,8 
: EAS et ier eee = Spuren 
arung yO) er % 0 
veisen MNENE, < icgeres os wach yan es % 0 _ 
nich Wie aus der Tabelle VIL zu ersehen, sind als Garprodukte nur 
lucose Essigsdure, Wasserstoff und Kohlendioxyd sowie Spuren von Milchsaure 
tion und Ameisensaure zu finden. Da die Glycerinséure keine Methylgruppe 
' A : 
Diese enthalt, ist anzunehmen, daB sie sich in Brenztraubensaéure umlagert, 
trium bevor sie in Essigsiure und Ameisensiure gespalten wird. Dieser 
Blau. Versuch zeigt auch, da der von mir verwendete Butterséurebazillus 
Die sowohl die d- als die ]-Glycerinséure zu vergaren vermag. 
ional, | 
- b) Garung der Brenztraubensaure, 
inden Versuch. Kolben I: Frischdestillierte Brenztraubenséiure 2,5 g, Phos- 
Blau phatpuffer m/2 200 ccm, feuchte Bacterienmasse etwa 2g, Wasser ad 
id als Tabelle VIII. 
auch 
[ II 
N.2-Atmosphire C O,-Atmosphire 
. und Phosphatpufter und CaC O,-Puffer 
1 die pu 6,4—6,12 Pru 6.4—6,08 
if die 
denet Secs araeareer eer ecm 265,0 — 
“ES ER an PC earn ecm 258,0 361,0 
rneut Ameisensaure ......... % 9,2 5,7 
arke Milchséure ............ % 2.4 0,7 
chen- Eesigsfure............. % 55,5 48,8 
Butterséure ........... % 0,0 8,9 
Athylalkohol .......... % 0,0 0,0 














124 H. Peldan: 


500 cem. Kolben II: Frischdestillierte Brenztraubenséure 2,5 g, Kreide 3 
feuchte Bacterienmasse etwa 2 g, Wasser ad 500 ccm. 

Garzeit 40 Stunden. Die Analysenergebnisse finden sich in Ta 
belle VITI. 

Da so wenig Milchsaure entsteht und mit der Méglichkeit zu rechnen 
ist, daB der beim Zerfall der Ameisensaure frei werdende Wasserstoff 
die Brenztraubensaéure nach der Formel 

CH,COCOOH + HCOOH = CH,CHOHCOOH + CO, 


zu Milchsaéure reduziert — Tikka erhielt bei der Coli-Garung der Brenz- 
traubensdure auf der sauren Seite 28°, auf der alkalischen 15,8"), 
Milchséiure —, wurden einige weitere Versuche angestellt, bei denen 
teils py-Werte tiber 7, teils solche unter 7 zur Anwendung gelangten. 
Tabelle IX enthalt die Ergebnisse zweier derartiger Garungen. Dies« 
sind typisch fiir die Garung von Brenztraubensdéure, wenn Ca-Lonen 
fehlen. 

In Kolben I und IT: Frischdestillierte Brenztraubenséure (als Na-Salz) 
| g, Phosphatpuffer m/2 100 cem, feuchte Bacterienmasse etwa 2 g, Wassei 
ad 500 cem. 

Die Luft wurde mit Stickstoff ausgetrieben. Garzeit 24 Stunden. 


Tabelle IX. 





I Il 
Px 6,5—6,32 Pa 7,4-—-7,15 
~ Gefunden % der Theorie | Gefunden —_% der Theori 
H ecm 247,5 | 100,1 | 
sbi es <ed ee 247, ‘twa 97.6 , etwa 40.0 
ee ee com ||  260,2 || twa 97.6 101.8 | . 
Ameisensaure,...... % Spuren 22,] 42,3 
zus. 82,3 
Milchséure ......... % Spuren Spuren 
Essigsaiure.......... A 64,3 94,3 61,0 89,4 
Buttersaure ........ % 0 0 
AMsohal ..... 08660655. % 0 0 


Aus den obigen Tabellen (VI[T—IX) geht hervor: 

1. Glycerinsiure und Brenztraubensiure geben die gleichen Eni 
produkte. 

2. Aus der Brenztraubensaure wird in Gegenwart von Ca-lonen Butter- 
sdure gebildet. 

3. Athylalkohol entsteht nicht. 

4. Milchsaure entsteht sehr wenig in Vergleich zur Milchsaurebildung 
bei der Vergaérung von Glucose. 

5. Die Menge der Ameisenséure bei der Garung der Brenztraubensaure 
ist groB, wenn das py hoher als 7 liegt. Bei der Garung von Glucose 
ist dasselbe schon friiher beobachtet worden. 

6. Das Verhaltnis H,/CO, ist = 1. 
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Da die Garung sogleich beginnt und sich mit der gleichen Ge- 
schwindigkeit wie bei der Vergirung der Glucose fortsetzt, ohne daB die 
Bacterien zuvor an diese Substrate gew6hnt zu werden brauchen, ist 
anzunehmen, da Glyceriséiure und Brenztraubenséiure Zwischen- 
produkte bei der Essigsiure- bzw. Buttersaurebildung sind. Dabei 
miiBte die Essigsiure nach folgendem Schema gebildet werden: 

Hexose 
2 Triose 
CH,OHCHOHCOOH 
Umlagerung 


CH,COCOOH 


CH,OHCHOHCH,OH 


(Dismutation) 


v 
CH,COOH + HCOOH 
v 
H, + CO, 
Die Entstehung der Buttersiure aus Brenztraubensdéure wird 


weiter unten behandelt. 

2. Athylalkohol. 
Garung des Glycerins. 

Der Athylalkohol entsteht bei der Buttersiuregirung nicht iiber 
Acetaldehyd, was aus folgendem hervorgeht : 

1. Acetaldehyd hat bei diesen Garungen nicht nachgewiesen werden 
kénnen. 

2. Neuberg und Arinstein (1921) konnten trotz wiederholter Versuche 
Acetaldehyd bei Garungen mit ahnlichen Bacterien nicht zum 
Reagieren bringen. Ebensowenig gelang ihnen die Garung von 
Methylglyoxal. 

Da auBerdem hinzukommt, daB man in den modernen Garungs- 
theorien die Méglichkeit eines Vorhandenseins von Methylglyoxal als 
Zwischenprodukt vollig ausschaltet und annimmt, die Glucose spalte 
sich in zwei Molekiile Triose auf, zwischen denen dann Dismutation zu 
lycerin und Glycerinsaure eintritt, war es von Interesse, zu ermitteln, 
wie diese Bacterien das Glycerin vergiren. Orientierende Versuche 
erwiesen, daB das Glycerin sehr triige reagierte. Bei der Analyse wurde 
Athylalkohol, Ameisensiure, Wasserstoff und Kohlendioxyd erhalten. 
Aus der Glycerinphosphorsdure waren dieselben Endprodukte zu ge- 
winnen, aber dieses Substrat vergor noch langsamer als das Glycerin. 

Versuch. Die Garlésung hatte folgende Zusammensetzung: Glycerin 
300 mg, Phosphatpuffer m/2 100 ccm, feuchte Bacterienmasse etwa 2 g, 
Wasser ad 500 ccm. Garzeit 48 Stunden, po 6,75 —6,62. 


Nach Subtraktion der im Kontrollversuch ohne Glycerin erhaltenen 
Mengen ergaben sich folgende Analysenresultate : 
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Tabelle X. 





Athylalkohol Ameisensiure He CO, 
Gefunden *. 5 aes 32,5 % 27.3% | 10,2ccm 11,6 cem 
Of et Theorke = ....50' 65,0 %% 54.6% | etwa 15% 





etwa 70% 


Der Versuch, unvergorenes Glycerin nachzuweisen, fiel negatiy 
aus. Die Analysenresultate gestatten die SchluBfolgerung, daB das 
Glycerin hauptsachlich nach folgendem Schema vergoren wird: 

CH,OHCHOHCH,OH —> CH,CH,OH + HCOOH. 

Die Ergebnisse stimmen gut mit denjenigen tiberein, die T'ikhy 
(1935) bei der Vergarung von Glycerin durch Bacterium coli erbielt 
Es ist daher anzunehmen, daB der Athylalkohol bei der Garung von 
Glucose durch Buttersaéurebacterien sich nach folgendem Schema bildet 


Hexose 
2 Triose 


Glycerinsaure Glycerin 


(Dismutation) 


CH,CH,OH + HCOOH 


’ 
H, + C0, 
3. Milchsdure. 

Da, wie sich frither gezeigt hat, Methylglyoxal bei der Buttersiure- 
girung analog mit den anderen Garungen nicht als Zwischenprodukt 
auftritt, wird die Milchséure offenbar durch Reduktion der Brenz- 
traubensadure gebildet. Nach Tikka (1935) entsteht Milchsaure bei det 
Coli-Garung folgenderweise : 

CH,COCOOH + HCOOH = CH,CHOHCOOH + CO,. 

Nach Tikka kommt also die Milchséure iiber Brenztraubensaure in 
der Weise zustande, daB der aus der Ameisensdure frei gewordene 
Wasserstoff die Brenztraubenséure zu Milchsaéure reduziert. Wie aus 
dem Kapitel iiber die Essigsiurebildung, Tabellen VII—IX, hervorgeht. 
entsteht bei der Vergairung der Brenztraubensaure durch Buttersaure- 
bacterien nur spurenweise Milchsiure. Da dabei ebenso wie bei de: 
Vergairung der Glucose sich Ameisensadure bildet, die in Wasserstoff 
und Kohlendioxyd zerfallt, ware eine Milchsaiurebildung gleiche: 
GréBenordnung wie bei diesen Garungen zu erwarten. Das ist jedoch 
nicht der Fall. Wie die Tabellen [IV und V erkennen lassen, entstehen 
bei der Vergérung von Glucose unter gleichen Bedingungen (Phosphat- 
puffer, Stickstoffatmosphare) etwa 20—30°, Milchsaéure. Wenn also 
die Milchsiure durch Reduktion von Brenztraubensdéure zustande 
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kommt, wird offenbar der fiir diese Reduktion erforderliche Wasserstoff 
nicht durch Zerfall der Ameisensadure gebildet. Es ist darumanzunehmen, 
daB die Milchséiure aus Brenztraubensiure bei der Buttersduregairung 
auf ahnliche Weise zustande kommt wie bei der Muskelglykolyse, also 
die Brenztraubensaéure wird zu Milchsaéure reduziert und die Triose zu 
Glycerinsdure oxydiert. Eine Folge davon wire, da bei der Vergarung 
der Glucose, soweit keine anderen Wasserstoffacceptoren als Triose 
und Brenztraubensaure im System vertreten sind, das Verhaltnis 
E/A = 1 ist, einerlei wieviel Milchséiure entsteht. Die Tabellen TV 
und V bestatigen dies im groBen und ganzen. Im Gegensatz zu meinen 
Befunden mit Butterséurebazillen fand Tikka bei der durch Coli- 
Bacterien verursachten Garung der Glucose, da8 die Milchséure- und 
Essigsduremengen einander etwa umgekehrt proportional waren, 
wahrend die Menge des Alkohols konstant blieb. 

Wird nun bei einer Glucosegarung ein Wasserstoffacceptor zugesetzt, 
so andert sich das Verhaltnis E/A in der Weise, da es den Wert 1 
iibersteigt, da die Triose unter Reduktion des zugesetzten Wasserstoff- 
acceptors zu Glycerinséure oxydiert wird, ohne daB eine aquivalente 
Menge Triose zu Glycerin oder eine aquivalente Menge Brenztrauben- 
siure zu Milchséiure reduziert wird. Das geht aus den Tabellen VI, 
XX und XXT hervor. 

Ist somit die Annahme, da die Milchséure bei der Buttersaure- 
girung durch Dismutation zwischen Brenztraubensiure und Triose 
zustande kommt, richtig, so muB mehr Milchséure gebildet werden, 
wenn man der Garlésung mit Glucose Brenztraubensiure zusetzt, 
obwohl bei der Garung von Brenztraubensaéure an sich nur spurenweise 
Milchsiure entsteht. AuBerdem miiBte eine geringere Menge Athyl- 
alkohol entstehen als bei einer parallel ausgefiihrten Garung mit Glu- 
cose ohne Brenztraubensaurezusatz. 

Nachstehend wird ein solcher Versuch beschrieben. 

Kolben I und IT enthielten: Glucose 1,5 g, Phosphatpuffer m/2 200 cem, 
feuchte Bacterienmasse etwa 2g, Wasser ad 500 cem; Kolben II auBer- 
dem 1g Brenztraubensdure. Garzeit 20 Stunden. Die Analysenergebnisse 
in Tabelle XI sind in ° 


» der Glucose angegeben. 


Tabelle XI. 





I Il 
Py 6,5—6,23 Pur 6,5—6,27 
PRHONBMUTO 2 o.oo ceca oe % 31,5 66,4 
UII So ho ous rece ca esr yA 18,5 54,9 
pS OS SA eet reer Ce 13.4 3,2 
E/A: 1,06 
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Wie aus Tabelle XI ersichtlich, sind die Garprodukte im Versuch | 
typisch fiir die Garung von Glucose, wahrend im Versuch II die Milch- 
siuremenge auf das Doppelte gestiegen ist. Als Folge davon, daB dic 
zugesetzte Brenztraubensaure als Wasserstoffacceptor gedient hat, ist 
die Athylalkoholmenge bei dieser Garung bedeutend geringer als bei 
Garung I. Da die Essigséure sowohl aus der Glucose als auch der Brenz- 
traubensaure gebildet worden ist, kann die Angabe des Verhaltnisses E 
in diesem Falle nicht erfolgen. 

Auf Grund dieser Ergebnisse halte ich es fiir wahrscheinlich, dafi 
die Milchsdéure bei der Butterséuregérung durch Dismutation zwischen 
Brenztraubensaure und Triose entsteht. 

4. Ameisensdure. 

Die Bildung der Ameisenséure ware in dreierlei Weise denkbar. 
Entweder wird sie durch Reduktion von Kohlendioxyd gebildet oder 
auch durch Aufspaltung aus einem Molekiil mit mindestens drei Kohlen- 
stoffatomen in der Kette. 

I. H, + CO, = HCOOH; 
II. RH, + CO, = HCOOH +R; 
Ill. CH,COCOOH + H,O = CH,COOH + HCOOH. 

Die Formeln I und II sind Beispiele fiir die Reduktion von Kohlen- 
dioxyd (oder Carbonat-Ionen) in der Garlésung. Dabei wird das Kohlen- 
dioxyd nach Formel I durch molekularen Wasserstoff reduziert, wahrend 
die Reduktion in Formel II mittels aktivierten Wasserstoffs vor sich 
geht. Formel III gilt als Beispiel fiir eine Reaktion, bei der die Brenz- 
traubensdéure direkt in Ameisensiure und Essigsaéure gespalten wird. 

Wenn primar Ameisensdure entsteht, die danach zerfal't, miibte 
bei der Vergirung von Brenztraubensdure das Verhaltnis Essig- 
sdure /Ameisenséure, das theoretisch = 1 sein sollte, im Verlauf cer 
‘ Girung wachsen. Um dieses festzustellen, wurden folgende Versuche 
ausgefiihrt. 

Brenztraubensaure (als Natriumsalz) 2,5g, Phosphatpuffer m 2 
(pu 6,8) 200 cem, Bacterienmasse etwa 3 g, Wasser ad 500 ccm. 

Wahrend des Garprozesses wurden Proben zu je 100 cem entnommen 


und in diesen die Brenztraubenséure, Essigsiure und Ameisenséure be- 
stimmt. Analysenergebnisse in Tabelle XII. 


Tabelle XII. 








Brenztraubensaure Essigsiure Ameisensiiure Verhiiltnis 
Stunden vergoren nj10 n/10 Essigsiure 
mg ecm ecm Ameisensiure 
| 
2 126,8 | 13,4 8,2 1,63 
5 188,2 20,4 9,9 2,06 
10 291,0 33,7 (B. 4,68 
20 382,8 . 41,6 3,4 12,20 
40 500,0 | 48,2 1,8 26,80 
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Aus der Tabelle geht hervor, daB die Ameisensaure gleich zu 
Beginn der Garung als Garprodukt auftritt, wiahrend ihre Menge gegen 
das Ende der Garung geringer wird. Da die Garlésung mit Phosphat 
vepuffert ist, kommt zu Beginn der Gairung im groBen und ganzen kein 
Kohlendioxyd in der Lésung vor, waihrend die Koblendioxydkonzentra- 
tion im Verlauf der Garung steigt. Entstiinde also die Ameisensiure 
nach den Formeln [ und ITI, so miiBte die Ameisenséuremenge zu Beginn 
der Garung klein sein und nach deren Ende hin zunehmen. Da nach 
der Tabelle das Entgegengesetzte eintritt, so ist anzunehmen, daB die 
Ameisensiure nach der Reaktionsformel IIT gebildet wird, also in der 
Weise, das sie sich von einem Molekiil mit mindestens drei Kohlenstoff- 
atomen in der Kette, in diesem Falle Brenztraubensiure, abspaltet. 

Weiter unten (Tabelle X XT) wird nachgewiesen, daB das Carbonat- 
ion, wenn es in Garlésungen in groBem UberschuB vorkommt, als 
Wasserstoffakzeptor dient. Dabei sollte die Ameisenséure auch nach 
Formel II gebildet werden. Bei derartigen Gairungen miiBte also die 
Ameisensiuremenge gréBer werden als diejenige, die nach theoretischer 
Berechnung aus Dreikohlenstoffmolekiilen gebildet wird. Leider laBt 
sich dies nicht experimentell nachweisen, da das von mir benutzte 
Buttersiurebacterium die gebildete Ameisensdure zu rasch spaltet. 

Nach Stephenson (1937), die mit Coli-Bacterien gearbeitet hat, wird 
durch das Enzym, welches Ameisensaure spaltet, auch Ameisensdure 
aus Koblendioxyd und molekularem Wasserstoff synthetisiert. Ich 
habe wiederholte Versuche gleicher Art mit meinem Buttersaure bazillus 
gemacht, doch ist es mir dabei nicht gelungen, eine Ameisensiure- 
synthese festzustellen. 

). Buttersdure. 
a) Bedeutung der Calciumionen bei der Buttersaure- 
bildung. 


Wie bereits friiher dargestellt (Pelddén, 1937 und 1938), tritt Butter- 
siure sowohl bei der Garung der Glucose als auch der Brenztrauben- 
siure in Gegenwart von Kreide in groBen Mengen auf, dagegen nicht 
bei Anwesenheit von Alkaliphosphatpuffer. Um zu ermitteln, ob es 
Calcium- oder Carbonat-Ionen sind, welche die Butterséurebildung 
erméglichen, wurden folgende Versuche ausgefiihrt : 

Versuch I. Kolben I und II enthielten: Glucose | g, CaCl, 0,5 g, feuchte 
Bacterienmasse etwa 2g, Wasser ad 400 cem. : 

Aus Kolben I wurde die Luft mit Stickstoff, aus Kolben IT mit Kohlen- 
dioxyd vertrieben. Die waihrend der Garung entstandenen Sauren wurden 
in Kolben I mit n/10 NaOH, in Kolben IIT mit n/10 NaHCO, neutralisiert. 
Als Indikator diente Bromkresolpurpur. Die Girung dauerte 15 Stunden, 
wahrend welcher der Zucker vollends vergor. Die Analysenergebnisse sind 
aus Tabelle XIII ersichtlich. 
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Tabelle XIII. 





Kolben I (N»-Atmosphiire) Kolben IT (C O2-Atmosphiire) 

zirprodukte Girprodukte 

Gefunden in Glucose Gefunden in Glucose 

umgerechnet umgerechnet 
Milchséure ........ % 12,2 12,2 21,0 21,0 
Essigséure eaten asoahe % 12,6 18,9 9,8 14,7 
Butterséure ....... % 24,6 50,4 23,4 48,8 
Athylalkohol...... % 5,0 9,8 4,1 7,8 

91,3 % 92.3% 


Wie Tabelle XIII erkennen 1aBt, ist die Garung in beiden Ge- 
fiBen nahezu analog verlaufen, obwohl dem Kolben I kein Kohlen- 
dioxyd zugefiihrt wurde. Der Unterschied in der Milchsiureausbeute 
diirfte auf etwas verschiedenen py-Werten im Verlauf der Géarung 
beruhen, denn es ist schwer, bei zwei Garlésungen, die eine gréBere 
Menge Bacterien enthalten, eine durchaus gleiche Farbt6énung wahrend 
der Garzeit aufrechtzuerhalten. Die Buttersiureausbeute ist in beiden 
Kolben gleich groB, was darauf hindeutet, daB es das Calciumion ist 
das eine Voraussetzung fiir die Butterséiurebildung darstellt. Wenn das 
der Fall ist, miiBten auch verschiedene Calciumkonzentrationen ver- 
schiedene Mengen Butterséure geben. Um dies zu ermitteln, wurde 
folgender Versuch angestellt. 

Versuch II. In jedem Kolben: Glucose 1 g, Mg(HCO,), (als Neutralisa- 
tionsmittel) 1 g, feuchte Bacterienmasse etwa 1 g, Wasser ad 250 ccm. 

Den Kolben wurden folgende Mengen CaCl, zugesetzt: 0, 0,1, 0,25 
und 0,5g. Die Giarzeit war 24 Stunden, nach deren Ablauf samtliche 
Glucose vergoren war. Tabelle XIV zeigt die entstandenen Butterséure 
mengen. 





Tabelle XIV. 


: Kolben Nr. I II Til IV 


CaCl, g je 250 cem Lésung 0 0,1 (),25 0,5 
Buttersaure gefunden ... % 2.2 17,5 22,2 27,4 
5 /0O 


Die Tabelle zeigt sehr deutlich, daB bei steigendem Ca-Gehalt 
die Butterséureausbeute zunimmt. Das Mg-Ion verursacht dagegen 
keine Butterséurebildung. 

Die Tatsache, daB die Buttersaurebildung von der Calciummenge 
abhangt, ist bisher itbersehen worden, wenngleich die Arbeiten mehrerer 
Forscher zeigen, daB die Buttersiuremengen trotz ,,analogen Ver- 
haltnissen** stark variieren. Sie alle haben Kreide als Neutralisator 
benutzt. Da nun die Kreide bei einem Garversuch gréBtenteils unauf- 
gelést am Boden des GirgefiBes liegt, beruht es z. B. auf der Form des 
GefaBes, wie rasch die im Verlauf der Garprozesse gebildeten Sauren 
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neutralisiert werden, mit anderen Worten, wie rasch das Ca-lon in 
oréBeren Mengen in der Lésung auftritt. Die Kreide kann z. B. durch 
Schiitteln zu geschwinderer Reaktion mit den in der Lésung befindlichen 
Sauren gebracht werden. Wenn man also die Garlésungen oft schiittelt, 
wird die Butterséureausbeute groB. Ebenso ist die Buttersaureausbeute 
von der KorngréBe der zugesetzten Kreide abhangig. 

Einige der Donkerschen Garversuche sind ohne Kreide ausgefiihrt 
worden. Da Donker aber bei seinen Versuchen Hefeauszug (gistwater) 
benutzte, ist anzunehmen, daf} dieser Hefeauszug die Menge Calcium 
enthielt, welche zur Entstehung der Buttersdure erforderlich ist. Ta- 
belle XIV 1aBt erkennen, daB schon 0,4 g CaCl, auf 1 Liter Garlosung 
geniigen, um die Butterséureausbeute auf etwa 18°) des Zuckers zu 
erhéhen, wahrend bei einem CaCl,-Gehalt von 2 g¢ je Liter die Butter- 
siuremenge gréBer ist als bei den Gaérungen, welche Kreide als Neutrali- 
sator enthalten. 

b) Zwischenprodukte bei der Buttersadurebildung. 

Neuherg und Arinstein beobachteten, daB aus dem Aldol der Brenz- 
traubensaure fast ausschlieBlich Buttersaure entstand, wahrend diese 
beiden Forscher bei der Vergirung von Brenztraubensaure fast nichts 
anderes als Essigsiure erhielten. Daraus zogen sie den SchluB, daB die 
Buttersaure tiber Acetaldol durch eine ,,Saccharinumlagerung’ im 
letzteren entstehe. Das Acetaldol wiederum werde, so meinen diese 
Forscher, aus dem Aldol der Brenztraubensaure gebildet, und zwar in 
der Weise, daB die beiden Carboxyle durch Carboxylase aus dem Brenz- 
traubensdurealdol abgespalten werden. 

1. CH,-COH-CH,-CO  —» 2C0,+CH,CHOHCH,CHO 


Acetaldol 
COOH COOH 
Aldol der Brenztraubensaiure 
2. CH,CHOHCH,CHO CH,CH,CH,COOH 
Butterséiure 


Umlagerung 


Einen ahnlichen Weg nimmt Donker fiir die Buttersdurebildung an. 
Der Unterschied besteht darin, da Donker der Meinung ist, das Acetaldo! 
entstehe durch Kondensation zweier Molekiile Acetaldehyd. Nach 
Donker entbehrt die Annahme von Newberg und Arinstein, daB die 
Kondensation schon im Brenztraubenséurestadium geschehe, jeder 
Berechtigung. 

Van der Lek (1930) benutzte ebenfalls das Aldol der Brenztrauben- 
siure als Substrat, wobei er, ebenso wie friither Newberg und Arinstein, 
feststellte. daB fast ausschlieBlich Butterséure entstand. 

Gegen die Acetaldoltheorie spricht u. a. die Tatsache, daB Newberg 
und Arinstein Acetaldehyd und Acetaldol ohne positives Ergebnis als 

Q* 
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Substrat anzuwenden versuchten, Wie aus der historischen Ubersicht 
hervorgeht, ist spater Acetaldol als ein starkes Zellgift nachgewiese1 
worden. Ferner spricht gegen die Acetaldehyd- bzw. Acetaldoltheoric 
der Sachverhalt, daB ich trotz wiederholter Versuche weder Acetaldeh yd 
als Zwischenprodukt noch Carboxylase nachweisen konnte. 

Neubergs und Arinsteins sowie van der Leks Angaben, daB die 
Buttersdéure aus dem Aldol der Brenztraubensaéure gebildet wird, sind 
von groBer Bedeutung, weil bei diesem Vorgang nicht Acetaldehyd als 
Zwischenprodukt vorausgesetzt werden darf. Bei meinen Versuchen, 
die ich anstellte, um zu ermitteln, ob das von mir benutzte Buttersaure- 
bacterium auch aus dem Aldol der Brenztraubenséure Buttersaure 
produziere, stand mir leider kein reines Aldol zur Verfiigung. Nach 
Wolff (1901) wird die Brenztraubensaure bei langerer Aufbewahrung 
aldolisiert, wobei aus der fliissigen Brenztraubensdure deren Aldo! 
auskristallisiert. In unserem Laboratorium fand sich eine Flasche 
Brenztraubensaure, bei welcher ein weiBer, kristalliner Niederschlag 
zeigte, daB der Inhalt teilweise aldolisiert war. Doch war die Menge 
des Niederschlags so gering, daB es unméglich war, das Aldol von der 
Brenztraubensiaure vollstandig zu trennen, weshalb ich mich bei meinen 
Versuchen dieser Kristallmasse nebst begleitender Brenztraubenséiure 
(,,Rohaldol**) bediente. Bei einer parallel ausgefiihrten Garung benutzte 
ich als Substrat frisch destillierte, also aldolfreie Brenztraubensaure. 
In dieser Weise erhielt ich als Substrat in dem einen Kolben iiberwiegend 
Aldol, in dem anderen ausschlieBlich Brenztraubenséure. Der Versuch 
wurde in folgender Weise ausgefiihrt : 

Kolben I: Kreide 1 g, Rohaldol 0,5 g, feuechte Bacterienmasse etwa 2 g, 
Wasser ad 500 cem. 

Kolben II: Dasselbe, aber an Stelle von Rohaldol 0,5 g frischdestillierte 
Brenztraubensaure. 


Garzeit 24 Stunden, danach Analyse. Da eine Methode zur Be- 
stimmung des iibriggebliebenen Aldols fehlt, lag das Hauptgewicht auf dem 
Verhaltnis Essigséiure/Butterséure. 


Tabelle XV. 





Kolben Nr. I Il 
Athylalkohol ............. () 0) 
Ameisenséure ............. Spuren Spuren 
ee eee Me iS 
a ee mg | 70,8 230,9 
Buttersfure .......... = 91,5 35,3 
Essigséure/Buttersaure ..... 0,77 6,54 


Tabelle XV laBt erkennen, daB bei Garung I die Buttersaure- 
ausbeute gréBer als die Ausbeute an Essigsdure ist, wahrend bei Garung IL 
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das Verha!tnis umgekehrt ausfallt. Mit diesem Versuch glaube ich 
Neubergs und Arinsteins sowie van der Leks Angaben, daB Buttersaure 
aus dem Aldol der Brenztraubensaure entsteht, bestatigt zu haben. 

Bei einem Versuch, bei dem in beiden Kolben frisch destillierte 
Brenztraubensaure als Substrat diente, bildete sich Buttersaure, als die 
Brenztraubensadure mit Kreide neutralisiert worden war. Die Ergebnisse 
dieses Versuchs sind in Tabelle VIL wiedergege ben. 

Aus dieser Tabelle geht hervor, daB Butterséiure aus Brenztrauben- 
siure entsteht, wenn die Garlésung Ca-Ionen enthalt. Bei Ansatz I] 
dieser Tabelle (VIII) ist das Verhaltnis Essigsaure /Buttersiure — 5.48, 
somit gleicher GréBenordnung wie das entsprechende Verhaltnis bei 
Ansatz II der Tabelle XV. 

Da Buttersiure aus dem Al!ldol der Brenztraubensiure entsteht. 
ist es ganz natitirlich, daB sie sich auch aus der Brenztraubensaure 
bildet, soweit eben die Verhaltnisse derartig sind, dafB die Brenztrauben- 
siure aldolisiert wird. So diirfte es sich verhalten, wenn die Lésung 
Ca-lonen enthalt. 

Wolff (1899) beschreibt ein Verfahren, nach welchem die Brenz- 
traubenséure dadurch, dafS§ sie in wasseriger Lésung mit Calcium- 
carbonat behandelt wird, eine Aldolisierung erfahrt. Dabei entsteht 
das leichtlésliche Calciumsalz der Brenztraubenséure. Aus dieser 
Lésung wird ein schwerlésliches Calciumsalz ausgefallt, das die empirische 
Formel des Aldols hat. Dieses Salz, behauptete Wol//, sei das Calcium. 
salz des Aldols. Spater (1901) gelang es Wolff, aus alter Brenztrauben- 
siure das wirkliche Aldol zu isolieren, und gleichzeitig muBte er er- 
kennen, da8 der von ihm friiher (1899) beschriebene Stoff nicht das 
Aldol der Brenztraubensaure, sgndern eher ein Kondensationsprodukt 
von drei oder vier Brenztraubensduremolekiilen war. Er nannte diesen 
Stoff Parabrenztraubensaure. 

Wenn es sich so verhalt, kann angenommen werden, dai die Para- 
brenztraubensaure iiber Aldol entsteht und wenn also die Lésung 
Calcium enthalt, kann die Saurebildung beginnen. Da man _ weil, 
daB8 das Bacterium das Aldol der Brenztraubensaure als Substrat zu 
benutzen vermag, wire anzunehmen, daf es das Aldol schon angreift, 
bevor die Kondensation weitergeht. Leider gibt es keine Methoden, 
nach denen die Brenztraubensdurelésung analysiert und das in ihr 
enthaltene Aldol quantitativ ermittelt werden kénnte. Dennoch habe 
ich mich nachzuweisen bemiiht, da die Brenztraubensaure in vitro 
verschwindet, wenn die Lésung Calciumionen enthalt. Der Versuch 
war folgender: 

Alle Réhren befanden sich im Thermostaten bei 37°, py 7. Zu 5 cem 
1°. iger Brenztraubensaurelésung (als Na-Salz) fiigte ich nach bestimmten 
Zeitraumen 5cem 2°, ige CaCl,- bzw. NaCl-Lésung. Nach Ablauf der in 
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Tabelle XVI angegebenen Zeiten wurden Brenztraubensaurebestimmunger 


(Speakman) ausgefiihrt. Bei der Benutzung des Kolorimeters ist als Null 
fliissigkeit 0,5°,ige frisch hergestellte Brenztraubenséurelésung zur An 
wendung gekommen und das Kolorimeter so eingestellt worden, daB dir 
Fliissigkeitssiule der Nullésung auf 30 mm stand. Die in der Tabelle dai 


gestellten Werte bedeuten mm der Fliissigkeitssiule. Aus der Tabelle 


geht hervor, daB diejenigen Réhren, denen NaCl zugesetzt worden war, dic 
urspriingliche Menge Brenztraubensiure enthielten, wahrend in denjenigen 
Roéhren, die einen Zusatz von Calciumchlorid erhalten hatten, die Brenz- 
traubensadure teilweise verschwunden war. 


Tabelle XVI. 


i 
: 








Versuch I Il 
Zeit in Stunden Na Cl-Zusatz CaCl»y-Zusatz NaCl-Zusatz Ca Cly-Zusatz 
0,5 30,0 29,9 — 
1 30,0 31,6 af 
3,5 — 30,1 36,9 
8 37, 
2 37,7 — - 
25 39,6 39,6 
82 30,0 40,5 
42 son 39,6 
50 30,0 39,5 


Wie aus Tabelle XVI ersichtlich, nimmt die Brenztrauben- 
sduremenge nicht ab, wenn der Alkalisalzlésung Alkaliionen zugesetzt 
werden. Werden dagegen Calciumionen hinzugefiigt, verschwindet 
etwa 30% der Brenztraubenséure, und zwar in der Weise, daB dieser 
Minimumwert nach etwa 25 Stunden erreicht worden ist. Danach 
bleibt die Brenztraubensiuremenge konstant, was darauf hinweist. 
daB der Gleichgewichtszustand erreicht worden ist. 


Wenn die Brenztraubensiéuremenge in Gegenwart von Calcium 
in vitro sich vermindert, kann angenommen werden, daB die Menge des 
Aldols der Brenztraubenséure entsprechend zunimmt. Wiirde also die 
Bacterienmasse erst dann hinzugefiigt, nachdem das Calcium langere 
Zeit hatte wirken kénnen, so ware zu erwarten, daB mehr Buttersaure 
als sonst entstaénde, weil diese, wie zuvor erklart, aus dem Aldol der 
Brenztraubensaure gebildet wird. 


Die folgende Tabelle zeigt die Analysenergebnisse eines solchen 
Versuchs. 


Versuch, Jeder Kolben enthielt: Frischdestillierte Brenztrauben- 
siure 1g, Kreide 2g, Wasser 500 ccm. 

Die Kolben wurden im Thermostaten wahrend der in der Tabelle 
angegebenen Zeit bei 37° gehalten. Dann wurde die Bacterienmasse zu- 
gesetzt. Als die Garlésungen keine Brenztraubensaurereaktion mehr gaben 
(nach etwa 20 Stunden), wurde eine Analyse gemacht. Die Analysen- 
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ergebnisse sind angegeben in mg, in Brenztraubenséure umgerechnet 
(Tabelle XVII). 
Tabelle XVII. 





Giarung Nr. 1 I Il IV 
In Thermostaten vor dem \ 1 g 30 om 
Bacterienzusatz Stunden | i. i 
ButtersAure ..........%-. 224,0 205,0 125,5 100,2 
ee 592,4 550,5 469.0 307,0 
Summe der Garergebnisse 816,5 755,65 594,5 407,2 
Essigsaure/Buttersaure ... 2,64 2.67 3,74 3,06 


Aus der Tabelle XVII ist zu ersehen, daB die Buttersiuremenge 
nicht zunimmt, wenngleich die Brenztraubensaure lingere Zeit als Cal- 
ciumsalz in der Lésung zugegen war, bevor die Bacterienmasse zugesetzt 
wurde. Vielmehr wird das Verhaltnis Essigséiure Buttersaéure dabei 
gréBer. Die Summe der Garprodukte verringert sich gleichzeitig, woraus 
der SchluB gezogen werden kénnte, daB die Brenztraubensaure durch 
den EinfluB des Calciums sich bis auf das Stadium der Parabrenztrauben- 
siure, welche das Butterséiurebacterium nicht zu verwerten vermag, 
kondensiert hatte. Jedoch ist in Betracht zu ziehen, daB sich bei Ver- 
girungen von Glucose im Bacterium selbst Brenztraubensaure als 
Zwischenprodukt bildet, und wenn dabei Kondensierung eintritt, 
kénnen die im Bacterium vorhandenen Enzyme das Kondensierungs- 
produkt schon angreifen, bevor sich Parabrenztraubenséure  ge- 
bildet hat. 

Da die Brenztraubensaure bei der Butterséuregairung als Zwischen- 
produkt auftritt und da aus dem Aldol der Brenztraubensaure Butter- 
siure entsteht, ist es sehr wahrscheinlich, daB dieses Aldol ein wirkliches 
Zwischenprodukt bei der Vergérung der Glucose durch das Butter- 
siurebacterium darstellt. Die Annahme friiherer Forscher von Acetaldol 
als Zwischenprodukt ist dagegen unwahrscheinlich. Donker nimmt 
zwar an, daf das Acetaldol aus Acetaldehyd entstande, doch haben 
meine Versuche erwiesen, daf Acetaldehyd bei der Buttersdiuregarung 
nicht als Zwischenprodukt auftritt. Newberg und Arinstein wiederum 
nehmen an, daB das Acetaldol aus dem Aldol der Brenztraubensaure 
unter dem Einflu8 von Carboxylase nach folgendem Schema zustande 
komme : 

CH,COHCH,CO —>» 2 CO,+CH,CHOHCH,CHO 
Acetaldol 
COOH COOH 
Aldol der Brenztraubensaure 


Gegen diese Annahme spricht die Tatsache, daB die Buttersaure- 
bacterien keine Carboxylase enthalten und daf sie nicht imstande sind, 
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Acetaldol als Substrat zu benutzen. Wahrscheinlicher ist es, daB das 
Aldol der Brenztraubensaure sich ebenso wie die Brenztraubensiur: 
zersetzt, also nach folgendem Schema: 
CH,COHCH,CO+2H,0 —» 2 HCOOH + CH,C(OH),CH,COOH 
Hydrat der Acetessigsiure 

COOH COOH 

Als Zwischenprodukt entstande also Acetessigsdure, die dann iibe: 
f-Oxybuttersiure zu Butterséiure reduziert wiirde. Das ist nur ein 
Annahme, da ich diese Einzelheit bei der Buttersduregaérung nicht 
eingehender untersucht habe. Doch sind, wie in der Literatur oft betont 
worden ist, die Garprozesse der Hefe, der Bacterien und der héheren 
Organismen einander sehr ahnlich. Schon zu Beginn dieses Jahr- 
hunderts bemerkten die Physiologen, daf bei den letzteren zwischen 
Acetessigsiure, §-Oxybuttersiure und Butterséure ein Gleichgewicht 
besteht. So ermittelten Embden, Salomon und Schmitt (1906), daB die 
zu Leber hinzugesetzte §-Oxybuttersiure zu Acetessigsiure oxydiert 
wird. Wakeman und Dakin erwiesen (1909), daB die Reaktion Acet- 
essigsdure — $-Oxybuttersdure reversibel ist. Gleichzeitig wiesen sie 
nach, daB die Reduktion tiberwog. Im Jahre 1936 zeigte Ciaranfi, dal 
die Buttersaure tiber f-Oxybuttersdure zu Acetessigsiure oxydiert 
wird, desgleichen bewies er, da unter bestimmten Bedingungen die 
Reduktionsreaktion Acetessigsiure —> S-Oxybuttersdure eintritt. Hier 
handelt es sich also deutlich um eine Gleichgewichtsreaktion zwischen 
diesen drei Stoffen. Da diese Reaktionen bei héheren Organismen 
auftreten, kénnte man annehmen, da sie auch bei der Buttersaure- 
girung vor sich gehen und daB dabei eine Reduktion zu Butterséure 
eintritt, da die Buttersiurebacterien bei ihren Garprozessen stark 
reduzierend wirken. 


IV. Faktoren, welche den normalen, anaeroben Girverlauf stéren. 

Wie sich weiter oben herausgestellt hat, bilden sich bei der Ver- 
girung der Glucose nahezu aquivalente Mengen Essigsdure und Athy!- 
alkohol, wenn die Garlésung mit Phosphaten gepuffert ist (Tabellen [V 
und V). Das ist auch zu verstehen, wenn man bedenkt, da aus jedem 
Hexosemolekiil zwei Molekiile Triose entstehen, zwischen denen Dismuta- 
tion eintritt : 

2C,H,O, = CH,OHCHOHCH,OH + CH,OHCHOHCOOH 

Triose Glycerin Glycerinsaéure 

Aus dem Glycerin bildet sich Athylalkohol, aus der Glycerinsaure 
Essigsdure. Bei diesen Garungen tritt auch Milchséure als Endprodukt 
auf, Sie entsteht dadurch, daB Dismutation zwischen einem Molekiil 
Brenztraubensaure (die zu Milchsaure reduziert wird) und einem Molekiil 
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“Triose (die zu Glycerinséure oxydiert wird), eintritt. Da die Brenz- 





‘traubenséure aus der Glycerinsaiure entsteht, wird mit jedem zustande- 
kommenden Milchséuremolekiil auch ein neues Molekiil Glycerinsaure 
vebildet. Daraus folgt, da8 das Verhaltnis Essigsiure /Athylalkoho! 
nicht durch die Milchsdurebildung gestért wird, einerlei wieviel Milch- 
siure entsteht. Das lat sich deutlich aus Tabelle V ersehen. 

Bei einigen in Gegenwart von Phosphatpuffer ausgefiihrten Garun- 

ven ist das Verhaltnis Essigsaure Athylalkohol gestért worden, und 
ywar stets in der Weise, da} das Verhaltnis gréBer als 1 wird (s. Ta- 
belle VI). Das liegt daran, daB dem System ein leichtreduzierbarer 
Stoff (Sulfit), der als Wasserstoffacceptor gedient hat, zugefiihrt worden 
ist. Die Folge davon ist, daB dabei zwischen Triose und dem zugesetzten 
Wasserstoffacceptor Dismutation eintritt, wobei ein Teil der Triose 
zu Glycerinsiure oxydiert, ohne daB eine entsprechende Menge Triose 
reduziert wird. 
Werden Garungen in Gegenwart von Calciumcarbonat ausgefiihrt, 
so entsteht Buttersaure (s. Tabellen ITV, VI, XIII und XIV). Wie aus 
dem Abschnitt iiber die Butterséiurebildung hervorgeht, wird die 
Buttersiure tiber das Aldol der Brenztraubensdure gebildet, wobei 
}-oxydierte Buttersauren als Zwischenprodukte denkbar waren. Diese 
/wischenprodukte kénnten als Wasserstoffacceptoren dienen, wobei 
sic zu Butterséure reduziert werden miiBten, wahrend gleichzeitig 
‘riosen zu Glycerinséure oxydiert wiirden. Bei einer Buttersaure- 
Peis in Anwesenheit von Ca-[onen wird die aus der Glycerinsiure 
pebildete Brenztraubensdure auf dreierlei Weise verbraucht : 


1. Sie wird unter Wasseraufnahme in Essigsiure und Ameisensdure 
_ zerlegt. 


2. Sie dient als Wasserstoffacceptor und wird zu Milchsaure reduziert. 


8. Sie wird zu Aldol kondensiert, dessen Spaltungsprodukte als Wasser- 
stoffacceptor dienen. 


Wenn nun dem System der Buttersiéuregirung ein Wasserstoff- 
cceptor zugefiihrt wird, miiBte Reaktion 2 vermindert und als Folge 
avon in Gegenwart von Ca-lonen Reaktion 3 vermehrt werden. Bei 
en nachstehenden Versuchen habe ich Methylenblau als Wasserstoff- 
ceptor angewandt : 










Versuch I. In Kolben T und IT: Glucose 1,5 g, CaCO, 2g, Methylen- 
au 0,2 g, feuchte Bacterienmasse etwa 2g, Wasser ad 500 eem. 


Die Luft wurde mit Kohlendioxyd ausgetrieben. Garzeit 40 Stunden. 
Minuten nach Beginn der Garung war die biaue Farbe in den Kolben ver- 
hwunden. Bei der Analyse der Garproduk:ie ergaben sich die in Ta- 
lle XVITI angegebenen Werte. 


ae 
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Tabelle XVIII. 





Kolben Nr. I II 
Garprodukte Giirproduk te 
Gefunden in Glucose Gefunden in Glucos: 
umgerechnet umgerechinet 
2 OA oe cem 275,0 272,0 
Milchsaure .. .°,, 4,9 4,9 8,7 8,7 
Essigsaure ...% 16,0 24,0 13,8 20,7 
Buttersiure .%, 28,0 57,3 27,0 55,4 
Athylalkohol °, 5,1 10,1 4,2 8,3 
96,3% 93,1 % 


Vergleicht man die Werte mit denjenigen der Tabelle IV. s 
ergibt sich 
1. Die Menge der Butterséure wird durch Zusatz von Methylenbla 
etwas erhoht. 
2. Die Menge der Milchséure dagegen wird durch Methvlenblau stark 
erniedrigt. 
Um ferner den Unterschied zwischen normalen Géarungen uni 
solchen, bei denen ein Wasserstoffacceptor zu Beginn der Garuny 
mitwirkt, hervorzuheben, wurde folgender Versuch angestellt. 
Versuch II. Kolben I und IT enthielten: Glucose 1,5 g, CaCO, 3.0 ¢, 


feuchte Bacterienmasse etwa 2g, Wasser ad 500 ccm. 

AuBerdem enthielt Kolben I 0,5 g Methylenblau. 

Die Luft wurde mit Kohlendioxyd aus den Kolben vertrieben. Ga: 
zeit 40 Stunden. 20 Minuten nach Beginn der Garung war die Bla 
farbung in Kolben I versehwunden. Die Analysenergebnisse sind au 
Takelle XIX zu ersehen. 


Tabelle XIX. 











Kolben Nr. I II 
Girprodukte Garprodukt: 
Gefunden in Glucose Gefunden in Glucoss 
umgerechnet umgerechnet 
Blais ict 38 ecm 275,8 271,8 
Milchsaure . . .% 7,1 r&! 22,9 22,9 
Essigsaure ...°, 14,6 21,9 23,0 34,5 
Buttersaure . .“,, 32,4 66,3 17,5 35,9 
Athylalkohol .°, 2,8 5,6 3,3 6,6 
100,9 % God 
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Dieser Versuch, bei dem Kolben I 0,5g Methylenblau enthie 
wahrend Kolben II eine normale Garung mit Kreide als Neutralisat 
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die Buttersauremenge vermehrt wird, wenn zu Beginn der Garung ein 
zugesetzter Wasserstoffacceptor an der Reaktion teilnimmt. 

Folgender Versuch, der bei Abwesenheit von Ca-Ionen ausgefiihrt 
wurde, zeigt auch die am Anfang dieses Kapitels besprochene Ver- 
schiebung des Verhaltnisses E/A. 

Versuch III. Kolben IT und II enthielten: Glucose 1,5 g, Phosphat- 
putfer m/2 200 cem, Methylenblau 0,5 g, feuchte Bacterienmasse etwa 2 g, 
Wasser ad 500 ccm. 

Die Luft wurde mit Stickstoff aus den Kolben vertrieben. py zu 
Beginn der Garung 6,5, Garzeit 28 Stunden. 

Etwa 3 Stunden nach Beginn der Garung war die blaue Farbe in den 
Kolben verschwunden. Die Analysenresultate sind in der Tabelle XX 
wiedergegeben. 

Tabelle XX. 





Kolben Nr. I II 
Girprodukte Girprodukte 
Gefunden in Glucose Gefunden in Glucose 
umgerechnet umgerechnet 
Pen ae com 168,2 165,2 
hoc 25 is cem 244,4 — 251,0 — 
Milchsaure . . .°% 15,9 15,9 14,7 14,7 
Essigsaure .. .°% 37,9 56,5 39,7 59,5 
Buttersaure . .°% 0,0 0,0 0,0 0,0 
Athylalkohol .°,, 14,4 28,5 14,0 27,7 
E/A = 2,01 100,9 % E/A = 2,18 101,9% 


Aus Tabelle XX geht hervor, daB die Milchsiuremenge geringer 
und das Verhaltnis E/A gr6Ber ist als bei Garungen, die ohne zugesetzten 
Wasserstoffacceptor, im iibrigen aber unter gleichen Bedingungen aus- 
vefiihrt worden sind (Tabelle IV und V). 

Wie bereits im historischen Teil erwahnt, haben verschiedene 
Forscher beobachtet, da bei Butterséuregirungen die Menge des 
Wasserstoffs gréBer ist als die der Kohlensdiure (Northrop: Ashe und 
Senior, 1919: Donker, 1926). Donker zog daraus den SchluB, daB der 
Wasserstoff nicht allein aus der zersetzten Ameisensdure, sondern auch 
dadurch entstehe, daB das Acetaldehydhydrat, das er fiir ein Zwischen- 
produkt bei der Butterséuregérung hielt, zwei Atome Wasserstoff 
abgibt, wobei sich Essigsaéure bildet. Diese Erklarung ist jedoch un- 
wahrscheinlich und unbewiesen. Eine wahrscheinlichere Erklarung fiir 
das Zustandekommen dieses Wasserstoffiiberschusses ware die, daB bei 
solchen Garungen ein fremder Wasserstoffacceptor an der Reaktion 
teilnimmt. Dieser Wasserstoffacceptor hatte dann Wasserstoff ab- 
gegeben, der erst spater in Gasform in Erscheinung tritt. Als ein solcher 
Acceptor ware Kohlendioxyd denkbar. Wie aus den verschiedenen 
Tabellen hervorgeht, ist das Verhaltnis E/A im grofen und ganzen — 1, 
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wenn weder Carbonate noch zugesetzte, leicht reduzierbare Stoff; 
(Sulfit, Methylenblau) in den Garlésungen vorhanden waren (Tabelle 1\ 
und V), wahrend das Verhaltnis E/A bei Anwesenheit von Carbonate), 
und leicht reduzierbaren Stoffen gréBer als 1 wird (Tabellen IV. V| 
und XX). Im ersteren Falle, wenn E/A = 1 wird, ist auch das Ver 
haltnis H./CO, = 1, wahrend in denjenigen Fallen, in denen Carbonat: 
zur Neutralisation verwendet wurden, eine Bestimmung des ent 
standenen Kohlendioxyds leider unméglich war. Da aber Donker bei 
seinen Giarungen mit ahnlichen Bacterien in Gegenwart von Kreic 
deutlich einen WasserstoffiiberschuB nachgewiesen hat, halte ich eine 
Wiederholung von Donkers Versuch nicht fiir erforderlich. Um jedoc! 
den Unterschied im Verlauf von zwei sonst méglichst analogen Garungen 
von denen die eine mit Alkaliphosphat, die andere mit Alkalicarbonat 
gepuffert ist, zu zeigen, wurden folgende Versuche angestellt : 

Versuch IV. Kolben I: Glucose 2,5 g, Phosphatpuffer m/2 200 ccm, 
feuchte Bacterienmasse etwa 2 g, Wasser ad 500 ccm. Stickstoffatmosphiaire. 
pu 7,3—6,32. Kolben IT: Glucose 2,5 g, NaHCO, 5g, feuchte Bacterien 
masse etwa 2g, Wasser ad 500 cem. Kohlendioxydatmosphiare, px 7.3 
bis 7,15. 

Garzeit 20 Stunden. Die Analysenergebnisse sind aus Tabelle XX! 
ersichtlich. 


Tabelle XXI. 





Kolben Nr. 


a 


Girprodukte Girprodukte 


Gefunden in Glucose Gefunden in Glucose 
umgerechnet umgerechinet 
Milchsaure .. .°,, 23,7 23,7 17,0 17,0 
Essigsiure ...% 21,9 32,7 35,9 53,9 
Buttersaure . .% 1,8 3,6 1.5 3,0 
Athylalkohol .%, 13,2 26,2 5,0 9,8 
E/A = 1,27 86,2% E/A = 5,52 83,4 % 


Aus Tabelle XXI ist zu ersehen, daB die verschiedene Pufferung 
in héchstem Grade auf das Verhaltnis E/A einwirkt. Dieses Ver 
haltnis ist bei Giarung I, wie bei allen Garungen, deren Carbonatgeha!! 
gering ist, nur etwas gréBer als 1. Bei Garung IT dagegen ist das Ver. 
haltnis E/A viel gréBer als 1. Vergleicht man diese Resultate mit 
denjenigen, die sich bei den Girungen ergaben, welche in Gegenwart 
von Wasserstoffacceptoren ausgefiihrt wurden, so ist der Schluf} zu 
ziehen, da das Kohlendioxyd oder das Carbonat-Ion bei der Buttersdur- 
garung als Wasserstoffacc:ptor dient. Dabei miiBte die Reaktion nac! 
folgendem Schema vor sich gehen: 

Triosehydrat + CO, = Glycerinsiure + HCOOH 
HCOOH = H, + CO,. 
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Als Folge davon sollte: 


|. E/A gréBer als 1 werden, weil danach aus der Glycerinsdure Essig- 
siure entsteht, ohne daB eine aquivalente Menge Triose zu Glycerin 
reduziert wird, aus welchem sich Athylalkoho! bilden kénnte. 

2. Das Verhaltnis H,/CO, gréBer als 1 werden, weil auf jedes Molekiil 
der in dieser Weise zustande gekommenen Glycerinséure auch 
1 Molekiil Ameisenséure gebildet wird, die bei ihrer Zersetzung 
| Molekiil Wasserstoff abgibt, ohne daB aus dem Zucker die ent- 
sprechende Menge Kohlendioxyd gebildet wird. 


V. Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Wie aus dem obigen hervorgeht, entsprechen die alten Reaktions- 
schemen fiir die Butterséuregdrung nicht deren tatsachlichem Reaktions- 
verlauf und es wird daher ein neues Reaktionsschema fiir die Butter- 
siuregérung vorgeschlagen. Als Grundlage dieses Schemas dient das 
Embden- Meyerhof sche Glykolyseschema. Die Phosphorylierung, die 
Virtanen (1924) bei der bacteriellen Milchsaéure- und Propionsaure- 
virung gezeigt hat und die eine gleich groBe Rolle bei diesen Garungen 
wie bei der Muskelglykose spielt, ist aus folgenden Griinden nicht mit 
in dieses Schema aufgenommen worden: 


1. Die Phosphorylierung ist in dieser Arbeit nicht untersucht worden, 
ebensowenig haben phosphorylierte Stoffe als Substrate gedient. 

2. Die Bedeutung der Phosphorylierung im Zusammenhang mit der 
Alkoholbildung bei der Vergaérung von Glucose durch Bacterien, die 
keine Carboxylase enthalten, ist nicht festgestellt worden. 


Obwohl also die Phosphorylierung in meinem Schema nicht an- 
vedeutet ist, tritt sie bei der Butterséiuregirung ganz wie bei anderen 
Garungen auf. 


Fiir die Richtigkeit meines Schemas sprechen folgende Tatsachen: 


1. In dieser Arbeit haben als Zwischenprodukte bei der Buttersdure- 
garung Triose und Brenztraubensdure nachgewiesen werden kénnen, 
wahrend Methylglyoxal und Acetaldehyd, welche andere Forscher 
als Zwischenprodukte bei dieser Garung ansehen, sich nicht feststellen 
lieBen. 


te 


Die Dismutation zweier Triosen zu Glycerinsaéure und Glycerin hat 
Virtanen bei Coli-Bacterien festgestellt. Durch die Arbeiten von 
Embden und Meyerhof ist diese Reaktion auch beziiglich der Triose- 
phosphorsaure bei der Milchsaure- und alkoholischen Garung realisiert 
worden. 
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Schema zur Buttersduregarung. 





Glucose 
H, + CO, 
A 
- 
Athylalkohol + Ameisensaur 
Reduzierter A 
Wasserstoffacceptor * | 
A Glycerin 
Dismutation zwischen A 
Triose und irgendeinem oii Dismutation zwischen 
eee eee een ORS Se 
anderen Wasserstoff- 2 Triosemolekiilen 
acceptor als Triose v 
Dismuta tion zwischen v 


Glycerinséure Milehsiure < > Glycerinséure 


Triose u. , Brenztraubensiure 
A 


*~ Brenztraubensaure < 


“ 

we H, + €0, 
. ‘ 

Ne . | 


Aldol der Brenztraubensaure Essigsiure — Ameisensiure 


+2H,0 2 H, +2 C0, 
a 
| 


Acetessigsiure + 2 Ameisensaure 


+2H 


8-Oxy buttersiure 
| +2H 


Buttersiure 


* Unter den Wasserstoffacceptoren, die hier in Frage kommen kénnen, 


lieBen sich die Zwischenprodukte zwischen dem Aldol der Brenztrauben 
siure und der Butterséure denken. Ein sehr wichtiger Wasserstoffaccepto! 
ist mit gr6Bter Wahrscheinlichkeit auch das Kohlendioxyd oder das Carbonat 


ion (s. Tabelle X XT). Wie aus einigen Versuchen ersichtlich (Tabellen V1. 
XVIII—XX), kann auch ein zugesetzter Wasserstoffacceptor (Sultit. 


Methylenblau) bei diesem GarprozeB reduziert werden und somit de! 
normalen Verlauf der Garung ablenken. 
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3. Versuche, bei denen Stoffe, die nach diesem Schema als Zwischen- 
produkte auftreten, als Substrat angewandt worden sind, haben zu 
folgenden Ergebnissen gefiihrt : 


a) Glycerin > Athylalkohol + Ameisensaure (Tabelle X). 


b) Glycerinsdure — Essigsiure + Ameisenséure (Tabelle VII). 
c) Brenztraubensiure — Essigséure + Ameisensdéure (Tabelle IX). 


d) Brenztraubensdure (in Gegenwart von Calcium) — Buttersaéure 
+ Essigsiure + Ameisenséure (Tabelle V ‘ 
Essigsaur (m (Tabelle VILL) 
e) Brenztraubensdure, einer Garlésung mit Glucose zugesetzt, wird 
zu Milchsaure reduziert (Tabelle X1). 
4. Wenn kein zugesetzter Wasserstoffacceptor an der Reaktion teil- 
nimmt, ist E/A = 1 und H,/CO, = 1 (Tabelle V). 


5. Wenn ein zugesetzter Wasserstoffacceptor an der Reaktion beteiligt 
ist, wird E/A gréBer als 1 (Tabelle XX). Als einen solchen zugesetzten 
Wasserstoffacceptor kann man das Carbonat-Ion betrachten, denn 
dabei tritt dieselbe Verschiebung im Verhaltnis E/A wie z. B. bei 
einem Zusatz von Methylenblau (Tabelle XXI) ein. Dabei wiirde 
das Kohlendioxyd durch den Acceptorwasserstoff zu Ameisensiure 
reduziert, die bei ihrer Zersetzung in Kohlenoxyd und Wasser- 
stoff einen WasserstoffiiberschuB gibt (was u.a. Donker beob- 
achtet hat). 


6. Buttersdure entsteht nur in Gegenwart von Calciumionen (Tabelle LV, 


XIII und VIII). 


7. Das Aldol der Brenztraubensdure wird fast quantitativ zu Butter- 
siure vergoren (Newberg und Arinstein: van der Lek; siehe auch 
Tabelle XV). 

Die Zwischenkérper, die nach dem Schema vermutlich zwischen 
dem Aldo! der Brenztraubenséure und der Butterséure auftreten, sind 
in dieser Arbeit weder nachgewiesen noch als Substrat benutzt worden. 
Sie sind daher in diesem Schema in Klammern gesetzt. Wie friiher 
bereits erwihnt, kommen bei héheren Organismen (z. B. in der Leber) 
Acetessigsaure, $-Oxybuttersaure und Buttersdure vor. Zwischen 
ihnen besteht eine Art Gleichgewicht insofern, daB sie, je nach den Be- 
dingungen, im Organismus oxydiert oder reduziert werden. Da, wie 
das Schema erkennen laBt, bei der Buttersiuregérung die Hexose in 
gleicher Weise zerfallt wie die Hexose bei der Muskelglykolyse, ist es 
recht gut denkbar, da8 die obengenannten Stoffe bei den Buttersaure- 
bacterien ebensogut wie bei den héheren Organismen entstehen kénnen: 
da die Butterséuregirung ein stark reduzierender ProzeB ist, wird 
infolgedessen die Buttersiure dominieren. 
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